








Zur Kenntnis der Proteasen des B. sporogenes’. 


Uber eine neue Proteinase und iiber aktivierbare Peptidasen. 
Von 
Ernst Maschmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 1. Dezember 1938.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Aus keimfreien Kulturen reiner Stéamme verschiedener aerober 
und anaerober Bakterienarten haben wir bisher drei Proteinasen ab- 
getrennt und ihre Eigenart im hochgereinigten Zustand frei von 
anderen Proteasen naher beschrieben. Sie unterscheiden sich ent- 
weder durch ihre Wirkungsbedingungen oder durch ihren Wirkungs- 
bereich voneinander: 1. Die aus Kulturen des aeroben B. pyocyaneus, 
B. prodigiosus, B. fluorescens liquefaciens und B. mesentericus? stam- 
mende Proteinase ist unter aeroben Bedingungen ohne einen Hilfsstoff 
(Aktivator oder Enthemmungskérper) um pu 7 ..vollaktiv’’. Lhr 
Wirkungsbereich ist ziemlich wmfassend (Ovalbumin bis Pepton ein- 
schlieBlich Clupein). Sie zeigt kein besonders charakteristisches Ver- 
halten gegen anorganische oder organische Zusatzstoffe. Von einem 
hohen Prozentsatz ,,normaler’’ Seren wird die Pyocyaneus-(usw.)- 
proteinase* mehr oder minder gehemmt. An ihrer Einheitlichkeit ist 

- nach neueren, noch unver6ffentlichten Versuchen nicht mehr zu 
zweifeln. Sie liegt in unseren besten Praparaten fast 1000mal reiner vor 
als im Kulturfiltrat*. 2. Die zweite Proteinase wurde aus Kultur- 


' XI. Mitteilung iiber Bakterienproteasen; X. Mitteilung Naturwiss. 26, 
791, 1938. — 2 Wir haben diese Proteinase auch in Kulturen des B. anthracis 
(Milzbranderreger) und des B. proteus nachgewiesen. Das Verhalten des 
Enzyms gegen verschiedene Zusatzstoffe und Seren haben wir in diesen 
beiden Fallen nicht an reineren Enzympraparaten untersucht, sondern die 
keimfreie Kulturfliissigkeit dazu benutzt. Es sei erneut darauf hingewiesen, 
daB uns niemals in den sehr vielen daraufhin untersuchten Kulturen (ver- 
schiedensten Alters) der angefiihrten aeroben Bakterienarten eine durch 
—SH, HCN usw. aktivierbare Proteinase begegnet ist. —* Mit Pyocyaneus- 
(usw.-)proteinase oder kurz Pyocyaneusproteinase bezeichnen wir bis auf 
weiteres die aus den Kulturfiltraten der angefiihrten aeroben Bakterien- 
arten isolierte Proteinase. — * I., I1I. und VI. Mitteilung, diese Zeitschr. 
294, 1, 1937; 295, 351, 1938, und zwar S. 367, 402. 
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filtraten verschiedener Gasbranderreger (Welch-Fraenkelscher Gas 
bazillus, Vibrio septicus, B. histolyticus und B. Chauvoei) gewonnen 
Sie ist ebenfalls aerob ohne Hilfsstoff um pu 7 optimal wirksam 
Ihr Wirkungsbereich ist aber sehr eng begrenzt. In vitro spaltet das 
Enzym nur Gelatine und Glutin!. Auch zeigt es kein besonders auf. 
fallendes Verhalten gegeniiber anorganischen oder organischen Zusatz- 
stoffen. Dagegen wird diese Proteinase durch normale Seren nicht 
beeinfluBt. Sie ist ziemlich ,,stabil‘‘ und konnte bis jetzt fast 2000fach 
reiner erhalten werden, als sie im Ausgangsmaterial vorliegt?. 3. Die 
dritte Proteinase* — die wir in den Kulturen verschiedener Anaerobicr. 
wie des Welch-Fraenkelschen Gasbazillus (B. perfringens), Vibrio septicus, 
B. histolyticus und der Typen A und B des B. botulinus aufgefunden 
und aus dem Gasbazilluskulturfiltrat in hochgereinigtem Zustand, frei 
von anderen Proteasen, dargestellt haben* — ist unter anaeroben Be- 
dingungen bei einem bestimmten Redoxpotential um py = 7 ,,vollaktiv’ 
Sie wird in vitro durch «- und 6-SH-Verbindungen maximal aktiviert. 
in geringerem Mafe, aber nur gegeniiber bestimmten Substraten, auch 
durch Blausaure, nicht aber durch Ascorbinsdéure oder Ascorbinsaure. 
Eisen (II); sie zeigt demnach in bezug auf Aktivierbarkeit gewisse 
Ahnlichkeit mit den ,,Papainasen‘‘. Der Wirkungsbereich dieser 
Proteinase, fiir die wir den Namen Anaerobiase vorgeschlagen haben, 
gleicht dem der aerob wirksamen Pyocyaneusproteinase. Die wn- 


gereinigte Anaerobiase spaltet nach Aktivierung Clupein weitgehend 
auf; im gereinigten Zustand vermag sie dies aber nicht mehr, sondern 
bedarf dazu der Ergainzung durch eine leicht abtrennbare, stabile 
Substanz, die wohl als Co-Enzym anzusprechen ist®. Zur Casein- und 
Gelatinespaltung ist diese Substanz nicht notwendig. Vielleicht wird 
durch diesen Befund die Einheitlichkeit der Anaerobiase in Frage 


. 


gestellt. 


Bis vor kurzem schienen aufgetretene Unterschiede im Aktivierungs 
verhalten der Anaerobiase verschiedener Herkunft gegen unsere Annahme zu 
sprechen, da8 verschiedene anaerobe Bakterienarten die gleiche, durch 
—SH maximal aktivierbare Proteinase, d.h. die Anaerobiase, bilden. Bei 
der Anaerobiase unserer Gasbazilluskulturfiltrate und der daraus dar- 


1 Den fiir dieses Enzym vorgeschlagenen Namen Kollagenase (diese 
Zeitschr. 297, 284, 1938) wollen wir so lange nicht benutzen, als Unter- 
suchungen, die gemeinsam mit Herrn Prof. W.Grassmann durchgefiihrt 
werden, nicht abgeschlossen sind. — ? III., IV., V. und IX. Mitteilung. 
diese Zeitschr. 295, 351, 391, 400, 1938; 297, 284, 1938; VIII. Mitteilung. 
Vortrag Rom-KongreB 1938. — * II. und IX. Mitteilung, diese Zeitschr. 
295, 1, 1937/38; 297, 284, 1938; VII. Mitteilung, Naturwiss. 26, 139, 1938. 

* Jetzt liegt auch die Anaerobiase des B. botulinus Typ A im hochgereinigten 
Zustand vor; sie gleicht in allem der Gasbazillusanaerobiase. — *® Seine 
Reinigung ist im Gange. 
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vestellten hochgereinigten Priparate hatten wir festgestellt, daB sie durch 

SH allein maximal aktiviert wird und Eisen (11) keinen Effekt mehr 
ausiibt, bei der SH-aktivierten Anaerobiase der Histolyticus- und Botulinus- 
kulturfiltrate und reinerer Préiparate daraus fanden wir aber, da Eisen 
noch eine sehr starke Wirkungssteigerung besonders gegeniibee Casein und 
Pepton, weniger gegeniiber Gelatine und Clupein hervorruft. Dieser Wider- 
spruch klarte sich durch den wichtigen Befund restlos auf, dal die Peptidasen 
anaerober Bakterien durch —SH +- Fe sehr stark aktiviert oder tiberhaupt 
erst wirksam werden! und daB der Eiseneffekt bei der Histolyticus- und 
Botulinusanaerobiase auf das Wirksamwerden vergesellschafteter Amino- 
polypeptidase und Dipeptidase und ihrer Wirkung auf die durch die Anaero- 
biasewirkung anfallenden Spaltprcdukte zuriickgeht. 

Die peptidasenfreie Anaerobiase verschiedener Herkunft wird in vitro 
durch SH-Substanzen allein maximal aktiviert. Vhre Existenz — man konnte 
daran vielleicht nach dem Auffinden der aktivierbaren Peptidasen zweifeln 
und sie als Gemisch einer nicht aktivierbaren Proteinase mit aktivierbaren 
Peptidasen ansehen — ist gesichert: Es gibt eine durch —SH aktivierbare 
Proteinase und zwei durch Fe (II) bzw. —SH + Fe aktivierbare Peptidasen, 
die wir als Anaeropeptidasen bezeichnen wollen. Alle drei Proteasen sind 
Komponenten des Enzymsystems, das dem intracelluliren Eiweifiumsatz 
der Anaerobier dient. 

Zur Klarung der ,,Situation’: sei noch hinzugefiigt, daB es auch Kultur- 
filtrate gibt, wie z. B. die zu nachstehenden Versuchen benutzten des 
anaeroben B. sporogenes, deren ,,proteolytische** Wirkung besonders gegen- 
iiber Casein und Pepton durch Cystein -+- Eisen, aber nicht durch Cystein 
allein sehr gesteigert wird, obwchl sie nur eine nichtaktivierbare, aerob 
wirksame Proteinase neben aktivierbaren Peptidasen enthalten. Die 
proteolytische’’ Wirkungssteigerung auf —SH + Fe-Zusatz beruht auf 
dem Wirksamwerden der Peptidasen und ihrer Beteiligung am Abbau. 


Wenn wir sagen, daB eine der gekennzeichneten Proteinasen von 
verschiedenen Bakterienarten gebildet wird, so stiitzen wir uns dabei 
auf das im wesentlichen gleiche enzymologische Verhalten der Pro- 
teinasen verschiedener Herkunft, und zwar im hochgereinigten Zustande : 
d.h. auf gleiche Wirkungsbedingungen und gleichen Wirkungsbereich, 
gleiches Verhalten gegen bestimmte Zusatzstoffe, gleiche Stabilitat 
bzw. Labilitét usw. Ob die enzymologisch identischen Proteinasen 
verschiedener Herkunft auch immunbiologisch, d.h. chemisch identisch 
sind, vermégen wir noch nicht zu sagen: wir hoffen aber, mit Hilfe 
méglichst hochgereinigter Enzympraparate vom Tierversuch eine ein- 
deutige Antwort auf diese sehr wichtige Frage zu erhalten. 


Il. 


Die neue Proteinase, die wir im folgenden beschreiben, wurde in 
Kulturen vier verschiedener Stamme des anaerob wachsenden, als guter 


' E. Maschmann, Naturwiss. 26, 791, 1938. 
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Proteasenbildner bekannten B. sporogenes! aufgefunden, daraus ab 
getrennt und — frei von anderen Proteasen — im praparativen MaBstalb 
bis jetzt ungefahr 140fach, im Kleinversuch ungeféhr 350fach an 
gereichert. Die Sporogenesproteinase, wie wir das Enzym bis aut 
weiteres nennen wollen, ist (iiberraschenderweise) unter aeroben Be 
dingungen ohne einen Hilfsstoff um py = 7 ,,vollaktiv’’. Sie gleicht 
also in bezug auf ihre Wirkungsbedingungen der Pyocyaneusproteinase 
und nicht (wie wir eigentlich erwartet haben), der Anaerobiase. Sie 
unterscheidet sich aber auf Grund ihres Wirkungsbereiches, ihres Ver 
haltens gegen bestimmte Zusatzstoffe und ihrer Labilitat in charakteristi 
scher Weise von der Pyocyaneusproteinase: Wihrend das Spaltungs 
vermogen dieser gegeniiber Gelatine zwei- bis dreimal gréBer ist als 
gegeniiber Casein, Ovalbumin und Pepton (Witte), ist das der Sporogenes. 
proteinase gegentiber Casein 8 bis 16 mal gréBer als gegeniiber Ovalbumin. 
Pepton und Gelatine. Im Gegensatz zur Pyocyaneusproteinase greift 
die Sporogenesproteinase Clupein, unter den von uns angewandten 
verschiedenartigen Bedingungen, nicht an. Der NichtbeeinfluBbarkeit 
der Pyocyaneusproteinase durch Citronensiure und ihrer Stabilitit 
auch im hochgereinigten Zustand steht die Hemmbarkeit der Sporogenes. 
proteinase durch Citronenséure und ihre Labilitaét, auch schon im 
ungereinigten Zustand, im schwachsauren Gebiete (unterhalb py 5,4 
entgegen. . 
Ein besonders  charakteristisches Verhalten der Sporogenes- 
proteinase gegen anorganische oder organische Zusatzstoffe haben wir 
bisher nicht beobachtet. Erwahnenswert ist noch der hemmende Einflut; 
von Blausaiure und Cystein, der sich aber erst bei verhaltnismaBig hoher 
Konzentration dieser Zusatzstoffe (m/100) starker bemerkbar macht 


Welches die Beziehungen zwischen Enzym und Zusatzstoff sind, die diese 


Hemmung verursachen, ist noch nicht ganz geklart. Versuche zum 
Nachweis einer Carbonylgruppe im Enzym verliefen ergebnislos, Ver- 
suche zum Nachweis eines Metalls waren bisher wenig tiberzeugend 
Der EinfluB verschiedener Schwermetalle auf die proteolytische Wirkung 
ist vom Substrat abhangig: Z.B. wird die Caseinspaltung durch 
m 1000 Kupfer iiber 50°, gehemmt, die Ovalbumin-, Gelatine- und 
Peptonspaltung davon nicht beriihrt. Wahrscheinlich tritt das Metal! 
mit dem Substrat in Beziehung; beim Casein blockiert es wohl Haft- 
und Angriffsstellen, von den anderen Substraten wird es anscheinend 
in fiir das Enzym unschadlicher Form gebunden. Quecksilber hemmt 
stirker als Kupfer, Mangan gar nicht. 


' Die zur Untersuchung notwendigen zahlreichen Kulturfiltrate de- 
B. sporogenes hat uns in freundlicher Weise Herr Dr. A. Demnitz, Behring 
werke, Marburg a.d.L., zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm auch an 
dieser Stelle aufrichtig danken. 
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Ist die Sporogenesproteinase noch peptidasenhaltig, so pragt sich 
dies in Gegenwart von Eisen oder Cystein-Eisen durch eine ziemliche 
Steigerung des Casein- und Peptonabbaus aus, da unter diesen Bedin- 
vgungen sich die Peptidasen am Abbau_ beteiligen. 

EinfluB von normalem Serum. Es soll schon hier etwas naher auf 
das Verhalten der Sporogenesproteinase gegen normales Serum ein- 
vegangen werden, einmal weil es auch typisch fiir die Pyvocyaneus- 
proteinase und die Anaerobiase ist, zum anderen, um friihere Angaben 
iiber den EinfluB normaler Seren auf diese richtigzustellen. Wir hatten 
nimlich aus dem Verhalten mehrerer Seren der gleichen Herkunft den 
SchluB gezogen!, daB tierische Seren bestimmter Herkunft hemmen, 
menschliches Serum und Meerschweinchenserum dagegen nicht. Diese 
Verallgemeinerung der Befunde ist unrichtig. Richtig ist, daB die 
Pyocyaneusproteinase, die Anaerobiase und die Sporogenesproteinase 
von einem hohen Prozentsatz ,normaler Seren‘‘? verschiedener Herkunft 
Mensch, Pferd, Rind, Schwein, Hammel, Kaninchen) gegeniiber Casein 
und Gelatine mehr oder minder gehemmt, gegeniiber Pepton nur schwach 
oder tiberhaupt nicht beeinfluBt werden. Das Hemmungsvermégen 
ist an den nativen Zustand des Serums gekniipft; auch das genuine. 
aber nicht mehr das denaturierte Pseudoglobulin und Albumin hemmen, 
Euglobulin ist ohne EinfluB. Sogenannte inaktive Seren, das sind 
Seren, deren ,,.Komplement*: durch halbstiindiges Erwarmen auf 56° 
zerstért ist, verhalten sich genau so wie die entsprechenden nicht- 
erwairmten Seren. Die durch Aceton oder Alkohol ausgefillten EiweiB- 
stoffe hemmend wirkender Seren iiben keinen EinfluB mehr auf die 
Proteinasen aus; auch die in der Mutterlauge zuriickbleibenden Sub- 
stanzen sind ohne EinfluB, ebenso die Kombination dieser mit den 
denaturierten EiweiBstoffen. Der Hemmungskérper wird demnach bei 
der Denaturierung zerstért. Dieser ist keine peptidartige Substanz, 
sondern scheint vielmehr eine svymplexartige Verbindung zwischen 
Protein und Lipoid zu sein. 

Ein geringer Prozentsatz normaler Seren obiger Herkunft besitzt 
diesen Hemmungskor per nicht. Es scheint, als ob die An- und Abwesenheit 


des Hemmungsk6rpers im Serum in keiner Beziehung zu pathologischen 


Zustinden des Spenders steht, sondern auf physiologische Ursachen 
zuriickgeht. Unter den hemmenden wie nichthemmenden Seren waren 
solehe von gesunden und kranken Individuen. 

Eine Ausnahme unter den gepriiften Seren scheint das Weer 
schweinchenserum zu bilden. Denn von den bisher untersuchten 10 Seren 
dieser Tierart hat keines die Pyocvaneus- und Sporogenesproteinase 


' IIL. Mitteilung, diese Zeitschr. 295, 351, 1938, und zwar S. 352, Anm. 2. 
2 Zum Unterschied von spezifischen Antiseren. 
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gehemmt, sie haben im Gegenteil die Casein-, Gelatine- und besonders 
die Peptonspaltung gesteigert. Die Ursache dieser Wirkungssteigeruny 


ist die Beteiligung von Proteasen des Meerschweinchenserums an 


Abbau. Alle Meerschweinchenseren haben namlich im Gegensatz 21 


den Seren der anderen Tierarten Casein deutlich, Pepton ziemlich stark 
abgebaut. Wir fanden auch in den Meerschweinchenseren, zum Unte1 
schied von den anderen Seren!, verhaltnismaBig viel Dipeptidase nebe 
einer fast gleichen Menge Aminopolypeptidase. Wahrend die Dipeptidase 
von Cystein und Blauséure stark gehemmt wird, ist die Aminopol) 
peptidase (auch der anderen Seren) dagegen unempfindlich, zeigt 
demnach ein etwas anderes Verhalten, als man es von der Aminopol\ 
peptidase anderer Herkunft durch die Untersuchungen von W. Grass 
mann? und seinen Mitarbeitern kennt. 

Kin gepriiftes Hundeserum hat ebenfalls keinen hemmenden Einflul 
auf die Proteinasen ausgeiibt. 

IV. 

Fehlen anderer Proteinasen*im Kultur filtrat. AuBer der gekenn- 
zeichneten Proteinase haben wir in den zahlreich untersuchten Bouillon- 
kulturen von vier Sporogenesstiimmen der Behring-Werke, Marburg 
a. d. Lahn, keine weiteren Proteinasen nachweisen kénnen. Besonders 
aufmerksam suchten wir nach der Anaerobiase; ihr Nichtauffinden 
in den Sporogeneskulturen hat uns, wie schon angedeutet, tiberrascht. 
Da wir aus technischen Griinden noch keine Sporogenesbazillen bzw 
die aus den Kulturen abgetrennten Bazillen und Bazillenreste auf ihren 
Enzymgehalt untersucht haben, besteht immerhin noch die Méglichkeit 
daB die vermiBte Anaerobiase in den abgetrennten Bazillen vorliegt 
bzw. an den Bazillenresten haftet (Desmo-Enzym). 

Wir fahndeten ferner ohne Erfolg nach der (eingangs unter 2 an- 
yefiihrten) sehr substratspezifischen Proteinase, die wir bei den Gas- 
branderregern gefunden haben, obwohl wir mit ihrem Vorkommen 
nicht gerechnet haben, da sie, wie wir annehmen, typisch fiir die Gas- 
branderreger ist und deren charakteristisches Verhalten bzw. das 
keimfreier Kulturfiltrate in vivo gegen die Muskulatur mitbestimmt. 
vom Sporogenesbazillus bzw. von dessen keimfreiem Kulturfiltrat aber 
ein solches Verhalten u. W. nicht bekannt ist. 


Peptidasen. Neben der gekennzeichneten Proteinase enthalten 
unsere zehn- und mehrstiindigen Kulturen der vier Sporogenesstamme 


! Die, wie W. Grassmann u. W. Heyde, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18S. 
69, 1930, gezeigt haben, wenig Dipeptidase neben viel Aminopolypeptidas: 
enthalten, ein Befund, den wir bestatigen kénnen. — ? W. Grassmani 
u. H. Dyckerhoff, ebenda 179, 41, 1928. 
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uch Peptidasen: Diese liegen aber bemerkenswerterweise im Kultur- 
filtrat nicht im vollaktiven Zustand vor; die Dipeptidase ist sogar 
darin in der Regel fast oder ganz unwirksam. Die Peptidasen werden, 
wie wir gefunden haben!, durch Cystein-Eisen, allgemeiner durch 

SH + Fe, auferordentlich stark aktiviert oder iiberhaupt erst wirksam. 
Manchmal erhéht auch schon ein Zusatz von Eisen (I1)-sulfat oder von 
Cystein allein die dipeptidatische Wirkung der Kulturfiltrate, aber 
maximal wird auch diese Peptidase nur durch die Kombination 

SH -+- Fe aktiviert; Ascorbinsaure-Eisen (11) kann diese Kombi- 
nation nur teilweise ersetzen, Citronensdure-Eisen (IL) fast nicht. 


Auch die Peptidasen anderer Anaerobier (kurz Anaeropeptidasen 
genannt) werden immer durch — SH + Fe stark aktiviert oder iiberhaupt 
erst wirksam. Man hat besonders bei der Anaerodipeptidase den Ein- 
druck, als ob — SH -+- Fe oder eine ahnliche Kombination ihr Co-Enzym 
wire und in den Kulturfiltraten fast nur Apo-Enzym vorlige. Die 
weitere Untersuchung wird die Berechtigung einer solchen Annahme 


zu erweisen haben. Und die Reinigung und Trennung der Peptidasen, 


die wir anstreben, wird wohl Klarheit in die vorerst noch verwickelten 
Aktivierungserscheinungen bringen. 


Die Aktivierbarkeit der Anaeropeptidasen ist um so bemerkens- 
werter, als beide Enzyme durch HCN, die Aminopolypeptidase auch 
noch durch Cystein ziemlich stark gehemmt werden, so, wie dies 
W. Grassmann* fiir die Hefe- und Darmschleimhautpeptidasen be- 
schrieben hat und wie sich auch die Peptidasen verschiedener aerober 
Bakterienarten verhalten. Der entgegengesetzte Einflu8 von HCN 
und — SH + Fe auf die Anaeropeptidasen lieBe sich durch die Annahme 
einer schwermetallhaltigen Gruppierung als eine der _ reaktions- 
vermittelnden Zentren plausibel erklaren, die antagonistische Wirkung 
von — SH und — SH + Fe auf die Aminopolypeptidase woh] damit nur 
sehr gezwungen. Versuche, die noch vor Kenntnis der Aktivierbarkeit, 
mit der Aminopolypeptidase zur Klérung der HCN-Hemmung durch- 
gefiihrt wurden, sind wenig aufschluBreich gewesen. Sie besagen 
namlich, da8 die Aminopolypeptidase nach Beseitigung der Blausdure 
a) durch Vakuumdestillation fast wieder wie im Ausgangsmaterial wirksam 
ist, b) durch Dialyse und c) durch Umfiallen der Praparate mit Holzgeist 
wohl merklich, aber nicht wesentlich an Wirkung eingebiiBt hat. Die 
eingehende Untersuchung der antagonistischen Wirkung von SH 
und — SH + Fe an gereinigten Peptidasepraparaten wird vielleicht 
die ,,Situation’* klaren. 


1 Naturwiss. 26, 791, 1938. — 2 W. Grassmann u. H. Dyckerhoff, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 41, 1928; vgl. auch W. Grassmann, L. Emden 
u. H. Schneller, diese Zeitschr. 271, 216, 1934. 
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Kbenfalls noch vor Kenntnis der Aktivierbarkeit der Anaero 
peptidasen haben wir auch den EinfluB von Aldehyd- und Ketoreagenzien 
wie Hydrazin, Phenylhydrazin, Hydroxylamin, Semicarbacid und Sulfit, 
auf die Sporogenesaminopolypeptidase untersucht. Wir fanden dic 
Wirksamkeit dieser Peptidase (wie auch die anderer Bakterienpepti 
dasen) in Gegenwart der genannten Zusatzstoffe nicht nennenswert 
herabgesetzt. Selbst eine zweistiindige Einwirkung von Phenylhydrazin 
auf die Aminopolypeptidase bei py — 7 und 40° hat nur eine geringe 
WirkungseinbuBe zur Folge. Wir halten deshalb das Vorliegen einer 
an der Hydrolyse wesentlich beteiligten Carbonylgruppe in den Bak 
terienpeptidasen fiir wenig wahrscheinlich. Denn wenn, wie _ fiir 
tierische Peptidasen angenommen wird, eine solche Gruppe mit der 
Aminogruppe des Substrates reagieren wiirde, dann sollte sie dies auch 
mit den Zusatzstoffen tun, was aber eine sehr viel staérkere Hemmung 
der peptidatischen Wirkung zur Folge haben miiBte als die von uns 
beobachtete. 


Nachst der Frage nach spezifischen Gruppen in den Anaeropepti- 
dasen interessiert die nach ihrer Substratspezifitét. Bisher haben wir 
nur Leucylglyeylglycin bei pa = 7,2, Leucylglycin und Glyeyl- 
glycin bei pu 7,8 als Substrate benutzt. Ob das px optimal ist, 
mu noch untersucht werden. Gegeniiber Benzoylglycylglycin sind 
die Anaeropeptidasen unwirksam. Gtycylglycin wird vom Sporogenes- 
kulturfiltrat viel schneller als Leucylglycin gespalten; Botulinuskultur 
filtrate spalten beide Peptide fast ziemlich gleich rasch, Histolyticus- 
kulturfiltrate Leucylglycin schneller als Glycylglycin. Reinere Praparate 
aus Botulinuskulturfiltrat besitzen noch vollstandig ihr Leucylglycin-, 
aber kaum noch ihr Glycylglycin-Spaltungsvermégen. Diese Befunde 
deuten wohl auf das Vorliegen von zwei Dipeptidasen hin!, oder viel- 
leicht besser auf zwei Apo-Enzyme und ein Co-Enzym. Wir werden 
demnachst darauf zuriickkommen. 


Uber das Auftreten der Peptidasen in der Bouillonkultur des 
B. sporogenes wihrend des Wachstums finden sich im folgenden Ab- 
schnitt naihere Angaben. Aus ihnen geht hervor, daf die Peptidasen 
nach der Proteinase in der Kulturfliissigkeit auftreten und daB ungefahr 
gleich viel Aminopolypeptidase und Dipeptidase darin enthalten sind. 
Die Peptidasen, vor allem die Dipeptidase, liegen in wenig wirksamer 
oder sogar unwirksamer Form vor. Es bleibt vorerst offen, ob sie schon 
so in die Kulturfliissigkeit iibertreten oder ob sie erst durch die Filtration 
und wahrend des Transportes inaktiv werden. 


1 Vel. dazu W.Grassmann u. F. Schneider, Ergebn. d. Enzymforsch. 
», 106, 1936. 
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Versuchsteil. 


|. Uber das Auftreten der Proteasen (Proteinase, Aminopolypeptidase 


und Dipeptidase) in der Kulturfliissigkeit. 
fusgang: B. sporogenes der Behring-Werke, Marburg a. d. L., Pferdefleisch- 
bouillon mit Peptonzusatz, px 7, t= 37°, anaerobe Be- 
dingungen!'. 

Um das Auftreten der Proteasen in der Kulturfliissigkeit zu ver- 
folven, wurde das Bazillenwachstum zu verschiedenen Zeiten unter- 
brochen und das keimfreie Kulturfiltrat auf seine Wirkung gegeniiber 
Casein, Gelatine, Pepton- Witte bei py — 7 ohne Zusatzstoffe, gegen- 
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Abb. 1. Auftreten der Proteasen in der Bouillonkultur. 


iiber Leucylglyeylglycin bei py = 7,2 und Leucylglycin bei py = 7,8 
sowohl in Ab- wie in Anwesenheit von Cystein-Eisen (IL) untersucht. 
Beim Caseinversuch wurde 1, beim Gelatine- und Peptonversuch 
wurden 2, fiir die Aminopolypeptidasebestimmung und fiir die Di- 
peptidasebestimmung 0,05ccm Kulturfiltrat im 10 cem-Versuch benutzt. 
Die Versuchsdauer betrug 20 Stunden, die Temperatur 40°. Die Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe, deren Wiederholung gleichsinnig verlief, 
sind in Abb. 1 dargestellt. 

Der Verlauf der Kurven III (Caseinspaltung), LV (Peptonspaltung) 
und V (Gelatinespaltung) laBt ohne weiteres das friithzeitige Auftreten 
der Proteinase in der Kulturfliissigkeit erkennen. Schon nach zwei- 
stiindiger Wachstumsdauer ist die proteolytische Wirkung des Kultur- 

! Wir erhielten von den Behring-Werken, Marburg a. d. L., die keimfrei 
gemachten Bouillonkulturen zugesandt. 
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filtrates merklich, nach achtstiindiger hat sie fast inr Maximum erreicht 
Die Kurvenpaare la und b, Ila und b zeigen das verzégerte Auftretey 
der Peptidasen an: Die a-Kurven stellen die Wirkung nach maximale: 
Aktivierung mit Cystein-Eisen, die b-Kurven die ohne Aktivierung dar 
Der Ubertritt der Peptidasen erfolgt innerhalb von rund 12 Stunden 
und zwar, wie man wohl annehmen darf, infolge des zwischen der 8 
und 24. Stunde besonders kraftigen autolytischen Zerfalls der Bazillen 
Nach der 24. Stunde nehmen weder die Proteinase noch die Peptidasen 
in der Kulturflissigkeit zu. Die Zunahme der Peptonspaltung nach 


der 18. Stunde beruht auf der Beteiligung der Aminopolypeptidas: 


am Abbau. Ob das frithzeitige Auftreten der Proteinase in der Kultur- 
fliissigkeit auf eine Sekretion derselben hinweist, ist solange fraglich 
als man nichts Naheres iiber die Wachstums- und Zerfallsgeschwindig 
keit der Bazillen weiB. Diese sind zweifelsohne groB, gréBer als die 
verschiedener Aerobier (B. pyocyaneus, B. prodigiosus und B. mesente 
ricus). Das zeitlich verschiedene Auftreten der Proteasen kann aber 
auch auf ihre verschiedenartige Bindung im Bazillus zuriickgehen 
vielleicht geniigt zum Ubertritt der Proteinase in die Kulturfliissigkeit 
schon allein das Absterben der Bazillen, wahrend es dazu bei den Pepti 
dasen erst bestimmter proteolytischer Vorginge bedarf (an denen die 
Proteinase méglicherweise beteiligt ist), um sie aus ihrer festeren 
plasmatischen Verankerung zu lésen. 


II. Reinigung der Proteinase. 


Zur Reinigung der Proteinase eignen sich vor allem wenige Stunden 
alte Kulturen, auch wenn sie noch nicht so enzymreich sind wie altere, 
da jene auBer der Proteinase kaum Peptidasen enthalten. Dadurch 
umgeht man die sehr verlustreiche Trennung von Proteinase — und 
Peptidasen, die uns bisher noch nicht befriedigend gelungen ist. Die 
Reinigung der Sporogenesproteinase wird durch ihre Labilitat ziemlich 
erschwert; ReinigungsmaBnahmen unterhalb von py = 5,4 sind deshalb 
nicht anwendbar (vgl. dazu Abb. 4). Auch die Dialyse reinerer Enzym- 
lésungen bei Zimmertemperatur ist ziemlich verlustreich, wenn man 
nicht, wie Tabelle I zeigt, gegen schwachalkalisches Wasser dialysiert. 

Die Sporogeneskulturfiltrate zeigen eine mit dem Alter der Kultw 
zunchmende Opaleszenz. Das diese Erscheinung bewirkende Stoffgemisch 
stellt sehr wahrscheinlich grébere Spaltstiicke der Bazillenleibessubstanz 
dar; es tritt auch mengenmaBig in den Vordergrund. Die Abtrennung de: 
Proteinase von diesem Stoffgemisch gelingt ohne nennenswerten Verlust 
bei niederer Holzgeistkonzentration. Dabei fallt das (wahrscheinlich 
denaturierte) Stoffgemisch aus, wahrend das Enzym in Lésung bleibt. 
Das Stoffgemisch lést sich kolloidal und fast restlos in Wasser, die Lésung 
ist stark milchig getriibt und zeigt eine schéne blaue Opaleszenz. Aus de! 
holzgeisthaltigen Mutterlauge fallt das Enzym auf Zusatz weiteren Holz- 
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Tabelle IL. Dialyse reinerer Enzymlésungen. 


Beispiel: Je 10cem Enzymlésung vom pu 7.2 (Enzym darin 80fach 

ingereichert) wurden unter Toluol im Cellophanschlauch a) gegen gewéhn- 

iches destilliertes Wasser und b) gegen destilliertes Wasser vom pu 1,5 

3 Tage bei 21° dialysiert. Nach der Dialyse war das pq im Dialysat a) 5,6, 

m Dialysat b) 7,3. Die Dialysate wurden auf 20 ccm aufgefiillt, nachdem 
das py auf 7 eingestellt war. 

Spaltungsversuch: Volumen 10cem, Toluol, ¢ = 40°, Dauer 22 Stunden, 


Probe 2 cem. 





Caseinspaltung 
(ccm n/20 KOH) 


Enzymlosung 
0.5 1,08 
0,125 0,64 
1,0 0,15 
0,25 0,03 


1,0 1,03 
0,25 0,61 


Ausgang 
Dialysat a 
Dialysat b 


geistes, auch in Gegenwart von Elektrolyten, nicht aus, dagegen auf Zusatz 
von Aceton. Versetzt man aber das Kulturfiltrat mit 3 Volumen Holzgeist, 
so enthalt der Niederschlag auch die Proteinase quantitativ. Wir entnehmen 
daraus, daB das Enzym im Kulturfiltrat, wenn auch locker, an einen Be 
standteil des Stoffgemisches gebunden ist und da diese Bindung bei 
héherer Alkoholkonzentration bestandiger ist als bei niederer. 
Adsorption des Enzyms aus dem Kulturfiltrat ist wenig erfolgreich, 
Adsorption in reineren Lésungen fiihrt zur Beseitigung von Begleit- 
stoffen und demgemaB zur Erhéhung des Reinheitsgrades des Enzyms 
in der Restlésung. Oberhalb von py = 6 wird die Sporogenesproteinase 
aus reineren Lésungen durch Tonerdepraparate und Kaolin nicht 
adsorbiert. Unterhalb von py = 5 wird das Enzym ziemlich rasch 
irreversibel inaktiviert. Zwischen py — 5 und 6 gelingt eine auswahlende 
Adsorption; eluieren kann man mit alkalischen Mitteln: Die aus der 
Elution durch Ammonsulfat ausgefallten und durch Aceton umgefallten 
Niederschlige enthalten die Proteinase iiber 350fach reiner als das 
Ausgangsmaterial. Diese im Kleinversuch erhaltenen Ergebnisse sind 
(aus Materialmangel) im praparativen Versuch noch nicht bestatigt. 
Auf den in Beispiel I und II angegebenen Wegen sind wir zu Pra- 
paraten gelangt, in denen die peptidasenfreie Proteinase rund 80- bzw. 
140mal reiner vorliegt als im Ausgangsmaterial. Der gegebenen Be- 


schreibung der Sporogenesproteinase liegt ihr Verhalten in solchen 


Praparaten zugrunde. 


Beispiel I: 1. 2 Liter keimfreies Filtrat einer sechsstiindigen Sporo- 
geneskultur (pu = 6,8) werden bei 0° unter Schiitteln (oder Riihren) mit 
5 Liter tiefgekiihltem Holzgeist versetzt Der sich rasch abscheidende 
Niederschlag wird, nach kurzem Stehen in Kiswasser, bei 3000 Umdr. Min. 
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abgeschleudert, in eiskaltem Wasser (etwa 300 cem) aufgenommen, vo) 
einem unléslichen Anteil befreit, dieser nochmals mit etwa 150 cem Wasse; 
verriihrt, abgeschleudert und die Lésungen vereinigt. Die Lésung, von 
weingelber Farbe, ist ziemlich alkalisch; pH ungefahr 8. Sie wird bei 0) 
mit 3 Volumen Holzgeist und etwas Natriumacetat versetzt und der sich 
allmahlich abscheidende Niederschlag nach Absitzen abgetrennt (4000 Uma: 
pro Min.). Die klare, schwachgefarbte Fliissigkeit wird verworfen; dei 
Niederschlag ist bis auf einen kleinen Rest glatt in Wasser léslich; die 
geklarte, milchig triibe Lésung auf 500 cem aufgefiillt. Loésung 1 der Ta- 
belle II. 

2. 480 cem der Lésung | werden bei 0° mit 240 cem tiefgekiibltem 
Holzgeist portionsweise unter Schiitteln versetzt. Es fallt ein sich rasch 
absetzender, feinflockiger Niederschlag aus, der abgetrennt wird. Der 
Niederschlag ist praktisch enzymfrei und wird verworfen. (Zur Priifung 
seines Enzymgehalts wird er nochmals umgefallt und in Wasser auf 
genommen, wobei er chne Riickstand kolloidal in Lésung geht.) 

3. Man fiigt zur Mutterlauge 900 ccm eiskaltes Aceton, worauf sich 
nach einigem Stehen in der Kalte ein Niederschlag am Boden absetzt, de: 
auf der Zentrifuge abgetrennt, in 200 ceem Wasser gelést und durch Zugabe 
von 200 cem tiefgekiihltem Aceton bei 0° wieder ausgefallt wird. Die Lésung 
dieses Niederschlags, schwach alkalisch und von hellgelber Farbe, wird 
hei 4000 Umdr./Min. geklart, das pq auf 7 eingestellt, das Volumen aut 
240 cem gebracht. Lésung 3 der Tabelle II. 


Tabelle I]. Auswertung der Praparate des Beispiels I. 














Versuchsbedingungen: 10cem Ansatz 
Puffer). Zur Priifung wurde ein Teil der Lésungen 1, 
40°, Dauer 22 Stunden, Probe 2cem 


Ausgangsvolumen gebracht. Toluol, ¢ 


(0,40 g 


Substrat), 


7 (ohne 


2, 3 und 4 auf das 





Priiparat 


Kulturfiltrat ... 


Lésung 


Loésung : 


Lésung : 


Lésung 4 


2 

1 36,50 
0,5 

0,25 

0,125 

2 

1 

0,5 

0,25 

0,125 


9 


1 
0.5 
0,25 
2 

1 
0,5 
0,25 


et 


0,125 


Spaltung (ccm n/20 K OH) 


Casein 


1,10 
0,88 - 
0,60 
0,33 
1,31 
1,08 
0,83 
0.57 
0,30 


0,03 
0,02 


1,15 
0,94 
0,73 
0,40 
1,09 
0,87 
0.64 
0,37 
0,20 


Gelatine 


0,44 


0,23 


0,04 
0,01 


0,37 


0,14 


0,35 


Pepton 


0,52 


0,27 


0,49 


0,26 


0,04 
0,03 


0,44 


O19 


0,40 


0,17 





Kult 


L6st 


unte 
dial 


das 


gem 
gek 
Kill 
HOV 
kalt 
das 
dur 
ZWwe 
der 


Ho 
sch 


gel 
Ac 
ans 
tre 
ges 
aul 
L6 
Lé 


Kenntnis der Proteasen des B. sporogenes. 


Zu Tabelle Il. Peptidasengehalt. 





Spaltung (ccm n 20 KOH 
Praiparat Zusatz 
Leucylglycyl- 


giyein Leucylglycin 


Kulturfiltrat .... Cystein-Eisen II 0,18 0,27 
Lésung 4 e 0,09 0,15 


4. Dialyse. 200cem Lésung 3 werden in einem Cellophanschlauch 
unter Toluol 48 Stunden gegen flieBendes destilliertes Wasser vom pr 7,5 
dialysiert. Das Dialysat wird im Vakuum (Innentemperatur 18°) eingeengt, 
das Konzentrat auf 100 cem gebracht; pu 7. Lésung 4 der Tabelle I1. 

Beispiel II: 1. 2 Liter keimfreies Filtrat einer sechsstiindigen Sporo 
geneskultur (px 7) werden nach dem Abkiihlen auf 0°, mit 5 Liter eis- 
gekihlter, gesattigter Ammonsulfatl6sung versetzt. Die tiber Nacht im 
Kiihlschrank bei + 2° aufbewahrte Mischung wird zentrifugiert : 20 Minuten, 
5000 Umdr./Min. Der verhaltnismaBig geringe Niederschlag wird in eis 
kaltem Wasser aufgenommen, durch Zentrifugieren vom Ungeldésten befreit. 
das Volumen auf 300 ccm gebracht, das pu auf 7 eingestellt und bei 0° 
durch Zugabe von 900cem Ammonsulfatlésung erneut ausgefallt; nach 
zweistiindigem Stehen wird er bei 5000 Umdr. Min. abgeschleudert. Volumen 
der geklarten Lésung (px 7) 500 cem. 

2. Nach Abkiihlen der Lésung auf 0° wird sie mit 250 cem tiefgekitihltem 
Holzgeist unter Umschwenken versetzt. Die Fliissigkeit wird vom Niede1 
schlag getrennt. 

3. Die Mutterlauge wird im Vakuum bei tiefer Temperatur vom Holz 


geist befreit und nach dem Abkiihlen auf 0° mit 2 Volumen tiefgekiihltem 
»)o 


Aceton portionsweise versetzt, so dafi die Temperatur nicht iiber 
ansteigt. Der allmahlich auftretende Niederschlag wird nach seiner Ab 
trennung nochmals aus wasseriger Lésung, der etwas Natriumacetat zu 
gesetzt wird, mit 2 Volumen Aceton ausgefallt, dann in eiskaltem Wasset 
aufgenommen, das py aut 7 und das Volumen auf 200 cem gebracht. Die 
Lésung wird bei 4000 Umdr. /Min. geklart; sie ist sechwach weingelb gefarbt. 
Lésung 1, Tabelle III. 


Tabelle III. Auswertung der Praparate des Beispiels II. 


Versuchsbedingungen die gleichen wie in Tabelle II. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Priiparat 
Casein Gelatine Pepton 


1,18 0,39 0,45 
38,27 0,93 
Kulturfiltrat ... 0,74 0,19 0,25 
0,44 
0,24 
1,01 
0.80 
Lésung | h. 0,61 
t 0.36 
0,19 
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IIT. py-Aktivitatsversuche. 


Nach einer Bemerkung von J. Blane und E. Pozerski! soll fiir dij 
proteolytische Wirkung keimfreier Sporogeneskulturen eine schwach) 


saure Reaktion pu = 5,5 giinstig sein. Wie unsere py-Ak 
tivitatsversuche mit gereinigten, peptidasenfreien Proteinasepraparaten 
ergeben haben, liegt, wie der Kurvenverlauf in Abb. 2 zeigt, das 
pu-Optimum der Sporogenesproteinase gegentiber Casein, Gelatin 
und Pepton bei px 7. Es ist dies die vierte Bakterienproteinas 
deren Wirkungsoptimum wir bei bzw. um py = 7 finden. 


Die pu-Aktivitatsversuche wurden mehrma!. 
mit zwei Priparaten und den drei Substrate 
durchgefiihrt ; das Enzym lag in den Praparate: 
80- bzw. 140mal reiner vor als im Kulturfiltrat 
Als Puffer dienten Phosphat- und auch Verona! 
acetat-HCl-Gemische. In den Gelatine- und 
Peptonversuchen war die Enzymmenge vierma 
gréBer als in den Caseinversuchen. 





+ 


Zum Einstellen der Wasserstoffzah! kann 
man Phosphat- oder Veronalacetat-H Cl-Puffer 
nehmen. Von _ beiden Puffergemischen be 
eintrachtigt, wie Tabelle LV belegt, Phosphat 
puffer die, Wirksamkeit des Enzyms_ nicht 
Veronalacetat nur schwach. Ungeeignet sind 
dagegen citrathaltige Puffergemische, weil dic 
Citronensaéure die Wirksamkeit der Proteinase 
ziemlich stark herabsetzt. 





vi 





Dye 

Abb. 2. py-Abhangigkeit der Da das px des Ansatzes, durch Einstellung 
Proteinasewirkung. der Komponenten auf.py = 7 gebracht, wahrend 
Kurve I: Caseinspaltung. der Spaltung nur um 0,2 bis 0,3 absinkt, was 
Il: Peptonspaltung. praktisch ohne Bedeutung ist, haben wir die 
«i: Seen, Enzymbestimmung in der Regel ohne Puffe: 
zusatz ausgefiihrt. Vor allem wurde das Ve! 
halten der Proteinase gegen verschiedene Zusatzstoffe bei pH = 7 chne 
Puffer untersucht. Die Versuchsdauer muBte, um gut meBbare Ausschliigi 
zu erhalten, auf 20 bis 24 Stunden ausgedehnt werden. In Versuchen 
mit Casein als Substrat wird das Reaktionsgemisch je nach der enz\ 
matischen Wirkung, nach kiirzerer oder langerer Versuchsdauer — bei 
stark wirksamen Enzymlésungen schon nach | Stunde — milchig getriilt 
und scheidet allmahlich einen geringeren oder gréBeren Niederschlag aus. 
In der Regel 1aBt sich dieser mit einigem Geschick vor der Probeentnahme 
mit einem entsprechend gebogenem Glasstibchen feinst suspendieren und 
ist dann gut zu pipettieren, so da die Fehlergrenze + 0,06cem nicht 

iibersteigt. 


1 Cr. Soe. Biol. 88, 1315, 1369 (1920). 


com Gosrnk0H 


Spaltung 
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Tabelle ITV. EinfluB verschiedener Puffergemische auf die 


Proteinase. 


Enzympraparat: Lésung 4 des Reinigungsbeispiels I. 

Substrat: Casein nach Hammarsten, 8% ige Lésung, pu "i 
Puffer: leem m/6 Phosphatpuffer, 2cem m/12  Phosphatcitrat-NaCl- 
Puffer', 4cem Veronalacetat-HCl-Puffer*. Als Vergleich leem m 6 


Citronensaéure bzw. 1 cem m NaCl. 
Versuchsbedingungen: Volumen 10cem, 2cem Enzymlésung, 5 ecm 
Caseinlésung. Toluol, ¢ 40°, Dauer 22 Stunden, Probe 2 cem. 





Versuch plete Caseinspaltung 
Puffer (ecm n 20 KOH) 


Nr. 


A>) 
= 


1,09 
1,12 
0,64 
1,01 
0,30 
1,10 


Phosphat 
Phosphatcitrat 
Veronalacetat-H Cl 
Citronensaure 
NaCl 


a1 <1) +1241 21 


IV. Bestdndigkeit der Proteinase und Verlauf der Inaktivierung bei py = 5. 


Wahrend sich bei der substratspezifischen Proteinase der Gas- 
branderreger die ,,Saurefillung*: bzw. Trichloressigsdurefallung als eine 
5 5 2 
sehr geeignete ReinigungsmaBnahme erwies* und auch die Pyocyaneus- 


























6 8 j 60 120 %0 8240 300 

Min 

Abb. 4. Verlauf der Inaktivierung 

der Sporogenesproteinase (Kurve I) 

im Vergleich zum Verhalten der 

Pyocyaneusproteinase (Kurve II) bei 
PH 5. 


2 


Abb. 3. Bestindigkeit der Pro- 
teinase bei verschiedenem py. 
Versuchsdauer 5 Std., t = 22 


1 Vel. R. Willstdtter, W.Grassmann u. O. Ambros, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 151. 307, 1926. — 2? L. Michaelis, diese Zeitschr. 234, 139, 1931. 


* Vgl. III. Mitteilung, ebenda 295, 351, 1938. 
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proteinase!, wie dies Abb. 4 zeigt, im schwachsauren Gebiet bestandiy 
ist, wird die Sporogenesproteinase*, auch schon im ungereinigten Z. 
stand, d.h. im Kulturfiltrat, unterhalb von py 5.4 rasch zerstirt 
(vgl. Abb. 3). Wie Abb. 4 belegt, werden beispielsweise bei py — 5 
innerhalb 5 Stunden rund 85°, des Enzyms irreversibel inaktiviert 
wahrend die Pyocyaneusproteinase keinerlei meBbare Abnahme zeigt, 
Die Siureempfindlichkeit der Sporogenesproteinase erinnert an die der 
Anaerobiase. 
V. Wirkungsbereich der Proteinase. 

Von den Versuchen zur Ermittlung des Spezifitatsbereiches der 
Proteinase wird in Tabelle V eine Versuchsreihe wiedergegeben, wobei 
ein Enzympraparat benutzt wurde, in dem die Proteinase tiber 150 fach 
reiner vorlag als im Kulturfiltrat. Das Enzympraparat wurde nach 
Beispiel II aus einem fiinfstiindigen Kulturfiltrat dargestellt. 


Tabelle V. Wirkungsbereich der Sporogenesproteinase. 
Versuchsbedingungen: Als Substrate dienten 8 °,ige Lésungen von: Oy 
albumin (#2. Merck), Casein nach Hammarsten (E. Merck), Gelatine (Schwein 
furt), Clupein (Clupeinesterchlorhydrat C von K. Felix), Pepton-, Hiihner 
eiweiB-Pepton- und Gelatine-Pepton- Witte. Volumen 10 ccm (0,40 g¢ Sub 

strat). Toluol, ¢ = 40°, Dauer 24 Stunden, Probe 2 cem. 





Spaltung Spaltung 
ee dnZy riiparat : (ect 
Substrat : -_ Enzympripara Substrat = 


ecm K OH) ccm KOH 


Enzympriparat 


0,25 1,05 4.0 0,77 
0,125 — 0,75 2,0 0,64 
0,063 7 0,52 1,0 0,49 
0,032 0,29 0,5 0,26 


Pepton 


2,0 | 1,00 40 . Ovalbumin- 0,38 
1,0 Ovalbumin 0,80 1,0 Pepton 0,16 
5 0,45 . ‘ . 

0,0 1,43 4,0 Gelatine- 0,19 

4,9 0,70 1,0 Pepton 0,08 

2.0 : : 0,63 ) : ‘ 
1,0 Gelatine g49 [20-8 H+Fe Leucylglycyl- 0,16 
ou a glycin 

0,5 O,2¢ , 


9 N 4 > sneviglhvei 0. 8 
4.0 0.03 2,0—SH+Fe  Leucylglycin ) 
1,0 0,02 





Clupein 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, daB Ovalbumin, Casein, Gelatine und 


Pepton gespalten werden, Clupein aber nicht angegriffen wird und 


da®B das Caseinspaltungsvermégen 8 bis 16mal gréBer ist als das Oval 
bumin-, Gelatine- und Peptonspaltungsvermégen. Es wird ferner di 
Peptidasenfreiheit des benutzten Praparates belegt. 


1 In dem benutzten Praparat lag die Proteinase iiber 350mal reiner vo! 
als im Ausgangsmaterial. 2 Zu diesen Versuchen wurde Lésung 4 des 
Reinigungsbeispiels I benutzt. 
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Die Wirksamkeit der Proteinase erfahrt durch die Reinigung 
keine Veranderung: sie nimmt weder zu noch ab. Auch das Verhaltnis 
von Casein-, Ovalbumin-, Gelatine- und Peptonspaltung hat sich dabei 
bisher nicht verandert, wie Tabelle VI zeigt. 


Tabelle VI. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) durch 
Kulturfiltrat ungefiihr 140 fach angereichertes Priparat 


Casein Ovalbumin  Gelatine Pepton Casein Ovalbumin _Gelatine Pepton 


0,96 0,91 0,59 0,65 1,02 0,94 0,60 0,63 


Wir schlieBen daraus, daB die Proteinase von Anfang an _ voll- 
wirksam ist und auch wahrend der ReinigungsmaBnahmen bleibt. 
Mindestens ist bis zu dem vorliegenden Reinheitsgrad kein als Aktivator 
oder Hemmungskérper wirkender Begleitstoff abgetrennt worden. 
Nachst dem scharfen py-Optimum und den Ergebnissen der Bestandig- 
keitsversuche ist uns die Unveranderlichkeit des Spaltungsvermégens 
gegeniiber verschiedenen Substraten ein Beweis fiir die Einheitlichkeit 
der Proteinase. 

VI. Verhalten der Proteinase gegen Zusatzstoffe. 

Von den zahlreichen Versuchen zur Priifung des Einflusses von 
anorganischen und organischen Zusatzstoffen auf die Sporogenes- 
proteinase geben wir einige in Tabelle VII wieder. 

Das Ergebnis dieser Versuche war folgendes: Keine der angewandten 
Substanzen hat die enzymatische Wirkung geférdert, aber einige davon 
hemmen; es sind dies: Cystein, Blauséure, Citronensaure, Eisen, Kupfer 
und Quecksilber. Die organischen Substanzen hemmen nur in ver- 
haltnismaBig hoher Konzentration. 

Auch in Gegenwart von Jodessigsiure ist die Proteolyse etwas 
herabgesetzt. Auf die Abhangigkeit der Kupferwirkung vom Substrat 
und auf die vermeintlichen Griinde hierfiir wurde schon hingewiesen. 
Verschiedene hydroxylhaltige Substanzen, wie Oxycarbonsauren, 
Zucker usw., die wir auf Grund der Citronensdurehemmung noch unter- 
sucht haben, sind ohne EinfluB auf die Proteolyse. 


Um den Mechanismus der HCN-Hemmung aufzuklairen, wurden 


einige Versuche ausgefiihrt, deren Ergebnisse jedoch noch nicht so sind, 
daB sie stichhaltig fiir eine der folgenden Méglichkeiten sprachen. 
1. Blausiure spaltet eine Disulfidgruppe im Enzym auf; 2. Blausdure 


lagert sich an eine Aldehydgruppe an, oder 3. Blausdure entzieht dem 
Enzym ein fiir dessen Wirkung notwendiges Metall. Entfernt man die 
eingebrachte Blausiure wieder aus der Enzymlésung durch Vakuum- 
destillation, so ist die blausaiurefreie Enzymlésung kaum weniger wirk- 
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Tabelle VII. Einflu8B von Zusatzstoffen auf die Proteinas: 


Enzymlésung: In der peptidasenfreien Enzymlésung lag das Enzym 140:ma 
reiner vor als im Kulturfiltrat. Bei den Ovalbumin-, Gelatine- und Pepton 
versuchen wurde achtmal mehr Enzym angewandt als bei den Casein 
versuchen. Die Zusatzstofflésungen waren auf pu = 7 eingestellt. Le 
den Eisenversuchen wurde zum Ausgleich des pu die notwendige Meng 
Natronlauge in den Ansatz gegeben. Versuch: Volumen 10 ccm, 0,40 ¢ 
Substrat. Toluol, bei Cystein- und Ascorbinséuregegenwart N,, t = 40°, 
Dauer 22 Stunden, Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Art und Menge der Zusatzstoffe . : sea ager arE cae ee 
Casein Ovalbumin| Gelatine Pepton 


- 1,00 1,02 0,68 | 0,80 
m/125 C i 0,65 0,70 0,54 0,59 
m/500 a 0,98 1,06 0,66 0,78 
m/50 3) 0,15 0,33 0,18 0,36 
m/200 0,70 0,68 0,50 0,65 
m/250 0,94 1,05 0,72 0,85 
m/250 Jodessigsiure 0,83 0,86 0,48 0,70 
m/500 Eisen 0,60 0,60 0,68 0,75 
GOU.  MIAMOON «5. soci e ceedees : 1,05 1,08 0,75 0,88 
m/1000 Kupfer 0,44 1,00 0,63 0,84 
m/1000 Quecksilber 0,12 0,81 0,50 0,68 
m/250 K,Fe (CN), 0,85 ~- 0,61 0,73 
m/250 K,Fe (CN), 1,08 0,67 0,81 
m/100 Citronenséure ............. 0,75 0,80 0,54 0,63 
MTGO “"WOMMEMIED 655 csc ccs eves 1,05 — 0,66 0,83 
m/100 Milchséure “OT 0,70 _ 
m/100 Apfelsiure 1,05 - 
m/100 Bernsteinséure 1,02 
m/100 Glycerin 1,06 
m/100 Dioxyaceton 0,97 
m/100 Arabinose 0,99 
m/100 Fructose 1,09 
m/100 Mannit 1,01 
m/100 Saccharose 1,00 
m/100 Brenzcatechin 1,07 


0,79 
0.73 


Oa 
S 


0,84 
0,79 
0,82 
0,76 


. 


. 


esses. ss 
> o> a2 
EAS 


sam als die Ausgangslésung. Beim Dialyse- und Umfallungsversuch 
betragt die WirkungseinbuBe bei Verwendung von Kulturfiltrat un- 
gefahr 50, bei Verwendung reinerer Proteinaselésung fast 100°,,.. Durch 
Zusatz von Fe, Mn, Ni, Zn und Cu laBt sich die enzymatische Wirksam.- 
keit ebensowenig regenerieren wie durch vorsichtige Behandlung mit 
Jod (und nachtraglichem Beseitigen dieses durch Na,S8,0,) oder mit 
K,Fe(CN), in schwachalkalischer Lésung. Durch K,Fe(CN), wird die 
Sporogenesproteinase nicht beeinfluBt, durch Jod rasch inaktiviert. 


Beispiel: 100 cem einer reineren Enzymlésung werden mit 100 cem n/2 
HCN bei px = 7 versetzt und unter Toluol 30 Minuten bei 40° aufbewahrt 
Lésung | der Tabelle VIIT: a) Destillation: 40 cem dieser Mischung, deren 4 
auf 5,6 eingestellt wurde, versetzte man mit 160 ccm Wasser und dampfte sie im 
Vakuum stark ein. Das Konzentrat wurde nach Zusatz von 150 cem Wasse1 
erneut eingedampft. Volumen der Lésung 40 cem, po = 7. Loésung 2 de! 





Na- 
Hyc 
Phe 
Hyc 
Sem 
Sali 


zum 
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Tabelle VIII: Die Berlinerblaureaktion war negativ. b) Dialyse: 40 cem 
der Mischung wurden unter Toluol im Cellophanschlauch gegen flieBendes 
destilliertes Wasser von pu = 7,5 3 Tage bei Zimmertemperatur dialysiert. 
Der Schlauchinhalt wurde auf 80 cem gebracht, px 7. Die Berlinerblau- 
reaktion war negativ. Lésung 3 der Tabelle VIII: c) 80 cem der Mischung 
wurden bei 0° mit 3 Volumen Holzgeist versetzt, der Niederschlag ab- 
getrennt, in Wasser gelést, erneut durch Zusatz von 30 cem Holzgeist aus- 
yefallt, emmal mit eiskaltem, 70° igem Holzgeist gewaschen, in Wasser 
aufgenommen, von einem unléslichen Anteil befreit und die Lésung auf 40 cem 
yebracht, pu 7. Lésung 4der Tabelle VIII. Die Berlinerblaureaktion war 
negativ. 

Tabelle VIIL HCN-Hemmung der Proteinase. 
Versuchsbedingungen: Volumen 10cem (0,40 g Substrat); aliquote Teile 
der Lésungen; bei den Gelatine- und Peptonversuchen wurde viermal mehr 
Enzymlé6sung angewandt als bei den Caseinversuchen. ¢ 40°, Toluol, 

Dauer 24 Stunden, Probe 2 ccm. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


Lésung 


Casein Gelatine Pepton 


Ausgang 0,91 0,60 0,72 
0,10 0,07 0,07 
0,82 0,53 0,61 
0,11 0,06 0,08 
0.10 0,08 0,09 


Versuche zum Nachweis einer Carbonylgruppe in der Proteinase, 
deren Resultate in Tabelle 1X zusammengestellt sind, verliefen ergebnis- 
los, d. h. Hydrazin, Phenylhydrazin, Hydroxylamin, Semicarbacid und 
Natriumsulfit itiben keinen nennenswerten EinfluB auf die proteolytische 
Wirkung aus. 


Tabelle IX. EinfluB von Aldehyd- und Ketoreagenzien auf die 
Proteinase. 
Versuchsbedingungen: Das Enzym lag ungefaihr 80fach angereichert in der 
Lésung vor. Enzym und Zusatzstoffe wurden bei pq = 7 30 Min. auf 40° 
vor Zugabe der Substrate erwairmt. Volumen des Ansatzes 10 cem, 0,40¢ 
Substrat, Konzentration der Zusatzstoffe m/200.  Toluol.  ¢ 40°, 
Dauer 24 Stunden, Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Zusatzstoffe 
Casein Gelatine Pepton 


1,02 0,67 0,71 
Na-Sulfit 1,05 0,68 0,76 
Hydrazin 0,94 0,63 0,70 
Phenylhydrazin * 0,83 0,60 0,66 
Hydroxylamin 0,96 0,66 0,68 
Semicarbacid 0,95 0,68 0,67 
Salicylaldoxim ** 1,02 0,65 0,70 

* In den Phenylhydrazinversuchen wurde das Toluol gelb. ** Dies wurde angewandt 

zum Nachweis von Schwermetall. 
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Um zu zeigen, wie sich der Zusatz von Eisen und Cystein-Eisen wn 
die proteolytische Wirkung in Gegenwart von Peptidasen auswirkt, stelle 
wir die Ergebnisse mit einem praktisch peptidasenfreien Sporogenes 
kulturfiltrat und dem daraus durch Alkoholfallung gewonnenen Praparat 
den Ergebnissen mit einem peptidasenreichen Kulturfiltrat und dem 
daraus dargestellten Praiparat entgegen. Aus der Tabelle X ist ohn 
weiteres ersichtlich, welche Wirkungen die Peptidasen in dem fiir sir 
giinstigen Milieu, besonders bei der Casein- und Peptonspaltung. ent 
falten. 


Tabelle X. EinfluB von Eisen bzw. Cystein-Eisen auf die pri 
teolytische Wirkung peptidasenfreier und -haltiger Kultw 
filtrate und reinerer Praparate. 
Versuchsbedingungen: Volumen 10 ccm (0,40 g Substrat), 0,5 cem Kultur 
filtrat bzw. aliquoter Teil vom gereinigten Préparat; Konzentration de: 
Zusatzstoffe: Cystein m/250, Eisen (11) m/500, po = 7 (ohne Puffer); 
Toluol, N,, ¢ = 40°, Dauer 22 Stunden, Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n20 KOH) 
Priparat Zusatzstoffe Peptidasenfrei Peptidasenhaltig 


Casein Gelatine Pepton Casein | Gelatine | Pepton 


0,82, 0,51 0,57 1,34 | 0,78 | 0,% 


| Cystein 0,69 0,40 0,45 0,98 0,61 0,60 
| Kisen (IT) 0,58 | 0,38 0,40 1,77 0,86 1,82 
Cystein-Kisen 0,73 0,44 0,46 2,86 1,40 2,91 


- 0,76 0,45 0,50 1,22 0,68 0.77 
Gereinigtes Cystein 0,67 0,36 0,41 0,71 0,54 0,51 


Kulturfilt rat 


Praparat | Kisen (II) 0,48 0,32 0,33 1,70 0,79 | 1.64 
Cystein-Eisen 0,61 0,38 0,43 2,81 1,35 | 2,79 
Tabelle XI. Peptidasengehalt der in Tabelle X angewandte: 
Praparate. 
Versuchsbedingungen: Volumen 5 ccm; zur Aminopolypeptidasebestimmuny 
0,025 cem Kulturfiltrat bzw. ein aliquoter Teil der gereinigten Lésung. 
zur Dipeptidasebestimmung 0,025cem Kulturfiltrat bzw. ein aliquote: 
Teil der gereinigten Losung angewandt. Cystein m/250, Eisen (IT) m/500) 
Toluol, N,, ¢ = 40°, Dauer 20 Stunden, Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Priaparat Leucylglycylglycin * Leucylglycin * 


-- —SH + Fe 


Kulturfiltrat I - 0,02 0,22 0,01 
rm 0,65 2,87 0,00 
Praparat I 0,01 0,17 0,03 
és II 0,52 2,81 0,02 


* Substratlésungen nach Bertho-Grassmann, Biochem. Prakt., Berlin 1936, S. 103/104 
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VII. EinfluB von normalem Serum auf die Proteinase '. 

Von unseren verschiedenen Versuchsreihen zur Priifung des Einflusses 
normaler Seren auf die Sporogenesproteinase fiihren wir in Tabelle XI 
eine auf, zu der eine peptidasenfreie Proteinaselésung benutzt wurde, in 
der das Enzym ungefihr 70fach angereichert vorlag. Die Ergebnisse mit 
den gleichen, aber inaktivierten Seren fihren wir nicht an, da sie den 
Ergebnissen mit den aktiven Seren gleichen. 


Tabelle X11. Normales Serum und Proteinase. 
Versuchsbedingungen: Ansatz-Volumen 10 cem, 0,40 g Substrat; 0,2 cem 
Serum. Enzymlésung und Serum wurden 30 Minuten bei 40° vor Zugabe 
des Substrats aufbewahrt. ¢ 40°, Dauer 20 Stunden, Probe 2 cem, Toluol. 
Bei den Gelatine- und Peptonversuchen wurde viermal mehr Enzym benutzt 

als bei den Caseinversuchen. 





Seruin Casein Gelatine Pepton 


0,82 0,52 0,55 
Mensch.... 0,51 0,26 0,54 
0,85 0,58 0,63 
0,32 0,12 0,50 
0,46 0,20 0,51 
Schwein 0,58 0,26 0,59 
Hammel 0,41 0,19 0,54 
Kaninchen jae 0,57 0,27 0,57 
Meerschweinchen 1,07 0,66 1,20 
Hund : 0,90 0,56 0,68 


Die proteolytische und peptidatische Wirkung des angewandten 
Meerschweinchenserums wird in Tabelle XITI belegt. 


Tabelle XII1. Proteolytische und peptidatische Wirkung von 
Meerschweinchenserum. 

Versuchsbedingungen: 0,6 cem Serum fiir den 10-cem-Casein- und Pepton 

versuch, 0,3 c¢em fiir den 5-ccm-Peptidaseversuch. Toluol, ¢ = 40°, Dauer 
20 Stunden, Probe 2 ccm. 





Spaltung (ccm n 20 KOH) 
Serum Leucylglycyl- 


“ eucy ci 
glycin Leucylglycin 


Casein Pepton 
1,60 7 2,10 
Inaktiviert en 0,44 1,54 2,14 


Aus Tabelle XIIL ist auch ersichtlich, daf& durch halbstiindiges E1 
warmen des Serums auf 56° die enzymatische Wirkung nicht beeintrachtigt 
wird, woraus hervorgeht, daB die Proteasen mit dem ,,Komplament“ nichts 
zu tun haben. 


' Unser gesammeltes Material iiber den EinfluB8 normaler Seren auf 
die verschiedenen bisher dargestellten Bakterienproteinasen werden wir in 
einer gesonderten Mitteilung zusammenstellen. 
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Tabelle XLV enthalt Angaben a) tiber den Peptidasengehalt de: 
in Tabelle XII benutzten Seren, b) tiber das Verhalten dieser Seren gegen 
Pepton- Witte und c) tiber dea EinfluB von Cystein auf die Aminopoly- 
peptidase der Seren. Sie besagen, a) dal} die Seren, mit Ausnahme des 
Meerschweinchenserums, fast keine Dipeptidase enthalten, ein Befund, 
welcher schon von W.Grassmann und W. Heyde! gemacht wurde 
b) daB sie mit Ausnahme des Meerschweinchenserums kein oder kaum 
Pepton zu spalten vermégen, und c) daB die Aminopolypeptidase fast un- 
empfindlich gegen Cystein ist. Da die Dipeptidase im Meerschweinchen 
serum durch Cystein und Blauséure ziemlich stark gehemmt wird 
kann die Aminopolypeptidase gegen diese Zusatzstoffe nicht deshalh 
unempfindlich sein, weil sie im Serum dagegen besser geschiitzt ist. 
Das Peptonspaltungsvermégen des Meerschweinchenserums geht auf 
eine darin vorliegende Proteinase zuriick und nicht, wie man vielleicht 
annehmen kénnte, auf die Wirkung der Aminopolypeptidase; denn 
auch die anderen gegen Pepton unwirksamen Seren enthalten gleichvie! 
Aminopolvpeptidase. 


Tabelle XIV. Peptidasengehalt verschiedener Seren. 
Versuchsbedingungen: Angewandt 0,6 cem Serum fiir den 10-cem-Pepton 
versuch, 0,3 cem fiir die 5-cem-Peptidversuche. Cysteinkonzentration 
m/250.  Toluol; beim Cysteinversuch N,, ¢ 40°, Dauer 20 Stunden. 

Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n/20 K OH) 


Serum Leucylglycylglycin Leucylglycin 
Pepton : aR 
“= SH 


SH HCN 


Mensch 0,08 iY & 1,67 0,23 
0,06 1,64 35 0,20 
0,04 1,51 0,10 
Rind 0,06 1,69 35 0,14 
0,03 1,74 0,17 
Schwein 0,10 1,71 f 0,30 
Hammel 0,09 1,71 f 0,22 
Kaninchen 0,12 1,58 0,25 
Hund 0,22 1,63 0,32 
Meerschweinchen 1,49 1,52 f 1,75 0,65 0,54 


Die Zerstorung des in den verschiedenen Seren vorliegenden Hemmungs 
korpers durch Ausfallen der Serumproteine mit Aceton oder Alkohol belegen 
wir durch folgendes Beispiel: 20 cem Pferdeserum wurden in der Kalte mi! 
80 cem eisgekiihltem Aceton unter Schiitteln langsam versetzt. Der ab 
geschleuderte Niederschlag wurde nochmals umgefallt und dann ohne 
vorheriges Trocknen in Wasser gelést. Volumen 40 cem. Lésung | de 
Tabelle XV. Die vereinigten Mutterlaugen wurden im Vakuum vom Aceton 
hefreit. Volumen 20 cem, Lésung 2 der Tabelle XV. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 69, 1930, 
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fabelle XV. Versuchsbedingungen: 10 ecm Ansatz; 0,40 g Substrat. 
Kuzympraparate: Gereinigte Sporogenes- und Pyocyaneusproteinase. An- 
dere Bedingungen wie iiblich; Dauer 22 Stunden. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Zusiitze Sporogenesproteinase Pyocyaneusproteinase 


Casein Gelatine Casein Gelatine 


0,98 0,56 0,61 1,16 

0,45 0,29 0,36 0,32 
0,4 0,96 0,58 0,64 1,20 
ae is 1,00 0,55 0,63 1,15 
Of 5 aN 


PRN Ss Sie Choma oxo 8 0,94 0,53 0,62 1,18 
VIII. Belege zur Aktivierbarkeit der Sporogenespeptidasen. 
Tabelle XVI. Aktivierbarkeit der Peptidasen. 
Versuchsbedingungen: Zu den Versuchen wurde eine keimfrei filtrierte 
24stiindige Bouillonkultur des B. sporogenes benutzt, und zwar gegen- 
iiber Leucylglyeylglycin, Leueylglycin und Glyecylglye 0,025 cem fiir 
den 5-cem-Ansatz. Das pu war im ersteren Falle 7, in den beiden 
anderen Fallen 7,8. Die Zusatzstofflésungen waren auf py 7,2 ein- 
gestellt bzw. bei Eisenzusatz wurden 0,05cem n/10 NaOH hinzugefiigt. 
Toluol, N,, ¢ = 40°, Dauer 20 Stunden, Probe 2 ccm. 


nh 
» 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Zusitze _ 
Leucylglycyl- 


glycin Leucylglycin Glycylglycin 


0,31 0,02 0,00 

250 Cystein 0,06 1,63 0,60 
125 HCN 0,02 0,00 

250 Ascorbinsaure 0,40 0,08 0,08 
250 Citronensaure 0,15 0,03 

m/500 Eisen (II) 0,40 0,88 0,23 
m/1000 Kupfer 0,01 0,06 

Cystein- Eisen 2,77 2,19 t,28 

Ascorbinsaure- Eisen 1,41 1,58 0,59 
Citronensaure- Eisen 0,55 1,00 


Tabelle XVII. Einflu8 von Carbonylreagenzien auf die Amino 
polypeptidase. 
Versuchsbedingungen: Als Enzymlésung wurde hier das keimfreie Filtrat 
einer dreitaégigen Bouillonkultur des B.sporogenes benutzt, und zwar 
0,25 cem fiir den 5-cem-Versuch. px 7.2. Die benutzten Zusatzstoff 
lésungen waren auf pH 7,2 eingestellt und wurden mit dem Kulturfiltrat 
misammen 30 Minuten bei 40° aufbewahrt, bevor man die Substratlésung 
hinzusetzte. Sonstige Bedingungen wie in Tabelle XVI. 





Leucylglycyl- Leucylglycyl- 
glycinspaltung Zusiit: glycinspaltung 
Lusatze 
(ecm - (ccm 
n/20 K OH) n20 KOH) 


Zusiitze 


1,36 m/200 Phenylhydrazin . 1,22 
m/100 HCN , m/200 Hydroxylamin . . 1,29 
m/200 Cystein 06 m/200 Semicarbacid ... 1,30 
m/200 Hydrazin y m/100 Na-Sulfit 
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Tabelle XVIII. Verhalten der Peptidase bei verschieden lang 
EKinwirkung von Phenylhydrazin. 
Versuchsbedingungen: Zu dieser Versuchsreihe wurde die gleiche Meny 
des gleichen Kulturfiltrats wie in Tabelle XVIT benutzt. Die Enzym 
lésung wurde mit | cem m/20 Phenylhydrazialésung vom pr = 7 wahrend 
30, 60 und 120 Minuten bei 40° aufbewahrt. Als Kontrolle wurde die Enzym 
ldsung + lLecem Wasser 120 Minuten bei 40° aufbewahrt. Sonstige Be 
dingungen wie in Tabelle XVI. 





Leucylglycylglycin- 
spaitung 
(ccm n)/20 KOH) 


Einwirkungsdauer 


Zusatz in Min. 


-- 1,42 
0 1,63 
30 1,30 
60 1,25 
120 1,10 
120 1,33 


Tabelle XIX. HCN-Hemmung der Aminopolypeptidase. 
Beispiel: 100 cem des gleichen Kulturfiltrats wie in Tabelle XVIT wurde: 
mit 100 ceem n/2 HCN versetzt, po = 7, und 30 Minuten bei 40° aufbewahrt 
a) 100cem der Mischung wurden mit 3 Volumen Holzgeist in der Kailt: 
versetzt, der Niederschlag erneut gelést und nochmals mit 3 Volumen 
Alkohol gefallt. Lésung des Niederschlags 50 cem, po = 7. Berlinerblau 
reaktion negativ. b) 50cem der Mischung wurden mit 150 cem Wasse1 
vermischt, auf po = 5,6 gebracht und im Vakuum (Innentemperatur 18° 
stark eingedampft. Das Konzentrat mit 150 ccm Wasser versetzt und 
nochmals destilliert. Volumen des Destillats 25 cem, po = 7. Zur Priifung 
im 5-eem-Ansatz wurden 0,25, bei der HCN-Mischung 0,5 cem angewanidt 

Sonstige Bedingungen wie in Tabelle XVI. 





Leucylglycyl- Leucylglycy}- 
Priiparat glycinspaltung Priiparat glycinspaltung 
(ecm n/20 KOH) (ccm n/20 K OH 


. 


Kulturfiltrat 1,44 Nach Destillation. .. 
HCN-Mischung .... 0,18 Nach Umfiallung ... 


Bei der experimentellen Arbeit haben mich die Herren KF. Freund 
und £. Franz und Fraulein L. Neundérfer aufs beste unterstiitzt. 





Kin neues Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
von Ather in Luft. 
Von 
Karl Beyer. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Wirzburg.) 
(Eingegangen am 29. November 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Bei Tierversuchen mit Ather-Luftgemischen ergab sich die Not- 
wendigkeit, in derartigen Gemischen den Athergehalt analytisch genau 


zu bestimmen. ErfahrungsgemaB finden sich bei Tierversuchen mit 
Gasen und Dampfen bisweilen sehr erhebliche Unterschiede zwischen 
der berechneten und der tatsachlich auf die Tiere einwirkenden Kon- 


























Abb. 1. 


zentration auch dann, wenn man die Verluste infolge von Adsorption, 
Absorption, Diffusion, Atmung der Tiere usw. durch Arbeiten im 
sogenannten ,,str6menden Gemisch‘'':? auszuschalten sucht (vg. 
H. Steidle®). Auch im Laufe unserer Untersuchungen konnten wir einen 
derartigen Konzentrationsabfall feststellen. 

Die Herstellung des Ather-Luftgemisches erfolgte mit Hilfe einer 
von W. Newmann und O. Klimmer* konstruierten Dosierungsapparatur, 
' E. Gross u. E. KuB, Zentralbl. f. Gewerbehyg., N. F., 8, 95, 1931. 

* Wolfgang Wirth, Arch. f. Gewerbepath. u. Gewerbehyg. 5, 5, 1934. 
’ H. Steidle, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 97, 1936. — 4 W. Neumann 


u. O. Klimmer, ebenda im Druck. 


R* 
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die sich in unserem Institut schon bei anderen Arbeiten bewahrt hatt: 
Im Gegensatz zu den Apparaturen von Gross und Kup und nach Wirti 
sind hier alle wesentlichen Teile aus Metall, so daB keine Ersatzschwieriy 
keiten oder langwierige Nacheichungen durch Zerbrechen  einzelner 
Teile entstehen. AuBerdem erfolgt das AusflieBen des Athers zwanvs. 
laufig, so daB auch Druckschwankungen in den VorratsgefaBen oder 
Verstopfungen von Kapillaren als St6érungsquellen ausgeschaltet sind 


Abb. 2. 


Das Grundprinzip besteht darin, den Ather kontinuierlich aus einem 
VorratsgefaB mit Hilfe einer Druckfliissigkeit (hier Wasser) zu_ver- 
drangen und in einen Verdampfer (Vo in Abb. 1) tiberzufiihren. In 
dieser, auf einem elektrischen Wasserbad auf 80 bis 90° angeheizten 
Glaskugel verdunstet der Ather augenblicklich beim Auftreffen auf die 
heiBe Glaswandung. Mittels eines konstanten Luftstromes, der je nach 
der gewiinschten Atherkonzentration beliebig eingestellt werden kann. 
wird der gasférmige Ather in einen Versuchsraum VR von 200 Liter 
Fassungsvermoégen geleitet (vgl. Abb. 1 und 2). Die gleichmabive 
Luftzufuhr wird durch ein geeichtes Rotameter S kontrolliert. In 
unseren Versuchen wahlten wir Stro6mungsgeschwindigkeiten zwischen 
900 und 1200 Liter pro Stunde. 


Aus dem Versuchsraum VR wird die verdringte Luft bzw. das 


Ather-Luftgemisch durch das Rohr R in einen Abzug oder ins Freic 


veleitet. 





Quantitative Bestimmung von Ather in Luft. LS 


Nebenbei sei bemerkt, daf}S bei unseren Versuchen alle Metallteile der 
\pparatur geerdet waren, um Funkenbildung durch statische Elektrizitat 
auszuschlieBen; denn die von uns untersuchten Gemische lagen stets inner 
halb der Explosionsgrenzen von Ather-Luftgemischen. Der Motor mit den 
Getrieben und dem Kolben AK befand sich in einem vom Versuchszimmer 
abgetrennten Raum, aus dem nur das gasdicht eingesetzte Kupferrohr in 
das Versuchszimmer hineinfiihrte. Abb. 2 zeigt die von uns benutzte 
Versuchsanordnung. 

Die in der Literatur bisher angegebenen Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung von Ather in Luft waren fiir den vorliegenden Zweck zum 
Teil ungeeignet, zum Teil nicht ausreichend empfindlich. 

Eine Verbrennung der Dampfe und Bestimmung des entstandenen 
Kohlendioxyds, wie sie z. B. von Spenzer! und Madelung? vorgenommen 
wurde, kann bei Tierversuchen nicht ohne weiteres einwandfreie Ergeb- 
nisse liefern, da die Luft hier stets das von den Tieren stammende 
Kohlendioxyd und_ vielleicht noch andere kohlenstoffhaltige Ver- 
bindungen enthalt. 

Die Oxydation des Athers mittels Kaliumdichromat in schwefel- 
saurer Lésung (Nicloux*) hat den Nachteil, daB sie nicht zu einem 
einheitlichen Oxydationsprodukt fiihrt. Lalande* hat daher einen 
empirisch ermittelten Faktor zur Berechnung der Ergebnisse heran- 
gezogen. Die Methode von Lalande ist bisher anscheinend nur fiir 
Mengen von etwa 300 mg ausgearbeitet. Die Ausfiihrung einer Analyse 
erfordert iiber 3 Stunden. 


Ein physikalisches Verfahren zur Bestimmung des Athers in Luft 


haben Kochmann und Strecker® beschrieben. Es beruht darauf, dab 
in einer Gasbiirette eine bestimmte Menge des Gemisches abgemessen 
wird, worauf man den Ather in Alkohol absorbiert, sodann den Alkohol 
durch Wasser entfernt und das Volumen der zuriickgebliebenen Luft 
bestimmt. Der Athergehalt ergibt sich aus der Differenz gegeniiber 
dem Anfangsvolumen. Nach unseren Erfahrungen sind bei dieser 
Methode jedoch die Ergebnisse recht schwankend. Die Hauptrolle 
spielt dabei wohl die Temperatur, welche nicht immer in gewiinschter 
Weise zu beherrschen ist. Fiir Reihenversuche ist das Verfabren zudem 
zu umstandlich. Seine Genauigkeit stand bei unseren Versuchen er- 
heblich hinter der von uns ausgearbeiteten Methode zuriick. Um die 
angedeuteten Fehlerquellen auszuschalten, suchten wir eine Methodik, 
der eine eindeutig und quantitativ verlaufende chemische Reaktion 
zugrunde lag. Bekanntlich lést sich nun Ather sehr leicht in Mineral- 


' J. G. Spenzer, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 38, 407, 1894. 
> W. Madelung, ebenda 62, 409, 1910. 3M. Nicloux, Soc. d. Biol. 61, 
577 u. 606, 1906. 4 4. Lalande, Bull. Soc. Chim. France 51, 916, 1932. 
5 M. Kochmann wu. W. Strecker, diese Zeitschr. 48, 410, 1912. 
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siuren unter Bildung von Oxoniumsalzen und erfahrt dann eine Spaltuny 
Diese Zersetzung des Athers tritt in Halogenwasserstoffsaéuren leicht 
ein, ganz besonders in Jodwasserstoffsaure. Schon Silva! beobachtete. 
daB Ather in Jodwasserstoffsaure in der Kalte fast quantitativ in 
Athyljodid iibergefiihrt wird. 

Diese Reaktion verlauft unter geeigneten Bedingungen quantitatiy 
Unter verschiedenen auBeren Bedingungen geht sie in zwei Phasen 
vor sich. 

In der Kalte fiihrt die Umsetzung zwischen Jodwasserstoffsaure 
und Ather zu Athyljodid und Alkohol: 

C,H,OC,H, + HJ >C,H,J + C,H,OH. 

In der Warme dagegen zu Athyljodid und Wasser : 

C,H,OC,H, + 2HJ >2C,H,J + H,0. 

Da sich das Athyljodid nach Viebéck und Brecher? sehr leicht 

jodometrisch bestimmen laBt, machten wir die angefiihrten chemischen 


Umsetzungen zum Ausgangspunkt unserer Versuche, eine bequem 
durchfiihrbare Atheranalyse auszuarbeiten. Testversuche mit ein. 
gewogenen Athermengen bestatigten die Brauchbarkeit einer auf dieser 


Voraussetzung aufgebauten Methodik. 


Die Ausfiihrung der Analyse selbst erfordert eine besondere 
Apparatur, die der Zeiselschen Apparatur zur Bestimmung von Methoxyl- 
gruppen angeglichen ist. Auf der beigefiigten Abb. 3 ist die Apparatur 
in verkleinertem MaBstab wiedergegeben. Die MaBe der Kolben und 
Rohre der von uns verwendeten Apparatur sind darauf in cm angegeben 


a) Beschreibung der Apparatur. 


Zwei Schliffkolben (1 und II in Abb. 3) von je 100 cem  Fassungs 
vermoégen sind durch ein schrag autsteigendes Weithalsrohr miteinande: 
verbunden. In Kolben I fiihrt bis auf den Boden reichend ein eingeschmolze 
nes Zuleitungsrohr, das durch Gummischlauch mit einem Kohlendioxydkipp 
in Verbindung gebracht werden kann. In Kolben IT reicht, ebenfalls vom 
absteigenden Weithalsrohr herkommend, ein eingeschmolzenes Einleitungs 
rohr von gleicher Weite wie bei I bis zum Boden. Das Verbindungsstiick 
zwischen Kolben I und II, das als Kiihler dient, tragt unterhalb der Ein 
schmelzstelle des Einleitungsrohres zu Kolben II einen seitlichen Ansatz 
mit Scehliff. 

Dieser Schliff dient zur Aufnahme eines mit einer Waschvorrichtuny 
(Abb. 3) versehenen Uberleitungsrohres fiir das gebildete Athyljodid. Da- 
Ende des Uberleitungsrohres ragt durch einen Gummistopfen fast bis zum 
Boden in ein als AbsorptionsgefiB dienendes Reagensglas mit seitlichem 
Ansatz. Die auf der Oberseite des Uberleitungsrohres befindlichen, durch 


1 R. D. Silva, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 8, 904, 1875. — 2 F. Viebdch 
u. C. Brecher, ebenda 68, 3207, 1930. 
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kleine Korken leicht verschlieBbaren Offnungen erleichtern das Einfiillen 
der Waschfliissigkeit und das Abspiilen des in das AbsorptionsgefaB ab 
steigenden Glasrohres. 


vom Kippschen Apparat 
—- 7 








Mabe in com 


Abb. 3. 


b) Durehfiihrung der Analyse. 

Samtliche Schliffe werden vor Analysenbeginn sorgfaltig mit kon- 
zentrierter Phosphorsaure eingerieben. Die seitlich unterhalb und oberhalh 
der Schliffe vorspringenden Glashaken erméglichen es, die Schliffe durch 
Feder- oder Gummiziige vollkommen dicht zu verschlieBen. 

Kolben I und II werden zur Halfte mit Jodwasserstoffsiure 
(D 1,70) gefiillt, der man vorteilhaft, um Siedeverzug zu vermeiden. 
etwas roten Phosphor zusetzt. Durch diesen Zusatz erreicht man 
weiterhin, daB etwa in den Kolben durch Oxydation gebildetes Jod 
wieder zu Jodwasserstoffsiure reduziert wird. In die Wasch- 
vorrichtung W fiillt man eine Aufschwemmung von rotem Phosphor 
in wenig Wasser. Sie hat den Zweck, etwa mitgerissenes Jod oder 
mitgerissene Jodwasserstoffsaure zuriickzuhalten. Als Absorptions- 
fliissigkeit bringt man in das Reagensrohr mit seitlichem Ansatz 10 cem 
etwa 30°, igen Bromeisessig, wie er zur Methoxylgruppenbestimmung 
nach Zeisel iiblich ist. In den spater beschriebenen Analysen wurden 
jeweils 10 ccm 10° ,iger Natriumacetateisessig und je nach der zu be- 
stimmenden Athermenge 0,5 bis 1,5 cem Brom als Absorptionsfliissigkeit 
verwendet. 


1. Kontroliversiiche (mit eingewogenen Athermengen). 


Das Einleitungsrohr zu Kolben | wurde mittels Gummischlauchs 
mit einem Kohlendioxyd liefernden Kippapparat unter Zwischen- 
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schaltung einer Waschflasche mit wenig konzentrierter Schwefelsiure 
verbunden. Athermengen von 0,4 bis 100,0mg wurden in kleinen 
Glaskiigelchen mit lang ausgezogener zugeschmolzener Spitze nach 
unten in den aus der Apparatur herausgenommenen, mit Jodwasserstoff. 
siiure beschickten Kolben gebracht, so daB sich der Ather zum grébten 
Teil in der Kapillare ansammelte. Durch Heben des Kélbchens wurde 
mit dem Einleitungsrohr die Kapillare zerstoBen und gleichzeitig das 
yvanze System der Apparatur geschlossen. Auf diese Weise war es 
méglich, den eingewogenen Ather ohne Verlust in der Jodwasserstoff- 
siure zu lésen. Sodann wurde vom Kippapparat her etwa 10 Minuten 
lang bei gew6hnlicher Temperatur ein trockener Kohlendioxydstrom 
durch das in sich geschlossene System geleitet. Die Durchleitegeschwin-. 
digkeit des Kohlendioxyds wurde so gewahlt, da pro Sekunde 1 bis 
2 Blasen in der vorgeschalteten Waschflasche durchperlten. Alsdann 
wurde die im Kolben I befindliche Jodwasserstoffsiure mit kleiner 
Flamme allmahlich zum Sieden erhitzt, bis sie schlieBlich von I in II 
iiberzutreten begann. Die Flammenhéhe unter | wurde nun reduziert 
und gleichzeitig damit begonnen, die Jodwasserstoffsiure im Kolben [1 
zu erhitzen. Die Jodwasserstoffsiure in beiden Kélbchen wurde solange 
im Sieden gehalten, bis simtliches Athyljodid im Kohlendioxydstrom 
in die Vorlage iibergetrieben war. Bei einiger Ubung lassen sich Ather- 


mengen von 0,5 bis 100,0 mg in 1), Stunde, bequem in 3), Stunden 


, 


analvsieren. 


Die quantitative Bestimmung des Athyljodis erfolgte auf jodo- 


metrischem Wege nach Viebdck. Der vorgelegte Bromeisessig wurde 
quantitativ in ein Jodkélbchen gespiilt, das 25 cem 10° ,ige Natrium- 
acetatlésung enthielt. Den UberschuB an Brom entfernten wir durch 
tropfenweisen Zusatz konzentrierter Ameisensdiure unter kraftigem 
Umschiitteln. Die Lésung mu sich dabei vollkommen entfarben. 
Nach Zusatz von Kaliumjodid schied sich dabei Jod aus, das mittels 
Thiosulfatlésung titriert wurde. 

Das Athyljodid wird durch das Brom zunachst zu Athylbromid und 
Jodbrom umgesetzt. Das iiberschiissige Brom oxydiert das Jodbrom 
weiter zu Jodsaure. 

C,H;J + Br, > C,H;Br + J Br. 
JBr + 3H,O +2 Br,>HJO, + 5 HBr. 

Da | Mol Jodséure unter Zusatz von Jodkali in saurer Lésung 6 Aqui- 
valente Jod frei macht, liefert nach dieser Methodik 1 Mol Ather 12 Aqui 
valente Jod. 1 cem n/10 Natriumthiosulfatlésung entspricht somit 7,408 : 12 

0.6173 mg Ather. Der Titrationsfehler ist selbst bei Verwendung von 
n 10 Lésung sehr gering. 

Bei Verwendung von Mikrobiiretten und n/30) Thiosulfatlésung 
lassen sich auch sehr kleine Athermengen von (0,4 mg noch mit Genauig- 
keit bestimmen. (1 cem n/30 Thiosulfatlésung —= 0,2057 mg Ather ) 
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Sind Athermengen von mehr als 10 mg zu analysieren, wie sie auch 
spater in Tabelle Il angegeben sind, so ist es ratsam, die vorgelegte 
Bromeisessiglésung in ein MeBkélbchen, das 25 cem 10°,,ige Natrium- 
acetatlésung enthalt, tiberzuspitlen und nach Entfarben mittels Ameisen- 
siure und Auffiillen zur Marke einen aliquoten Teil der Lésung zur 
titrimetrischen Bestimmung zu verwenden. 


”. Bestimmung Tabelle lL. Analysenergebnisse 
pm : . hei 4 ; pane . : 
son Ather in Ather- vei Kontroll ve rsuchen mit ein 
; gewogenen Athermengen. 
Luftgemischen. 





Will man den Ather- _Gefundene Abweichung 
. Einwaage Athermengen pee ‘ 

vehalt in Luft — be- absolut in 0 

, . mg mg mg der Einwaag: 

stimmen, so ist es not- 


r 


wendig, dem zu analy- ‘itration mit n/10 Thiosulfatlésung. 
sierenden  Ather-Luft- 46,6 46,4 0,20 0,43 
66,0 65,75 0,25 0,38 
; 52,7 52,5 0,20 0,38 
Volumen zu entnehmen 101,6 101,3 0,30 0,29 
und darin den Ather Be HA 0,00 0,00 
Lae " 5, 5,28 0,02 0,38 
quantitativ zuermitteln. 2'8 22 000 0°00 


Zur Entnahme desAther- 


gemisch ein bestimmtes 


Titration mit n/30 Thiosulfatlésung. 


: 3,90 3,88 0,02 0,51 
Narkoseraum bei den 0,60 0,596 0,004 0,66 


Luftgemisches aus dem 


Tierversuchen im hiesi- 0,68 0,68 0,00 0,00 
ven Institut benutzten 0,42 0,417 0,003 0.71 
wir kugelf6rmige Ent- 
nahmegefaBe (Abb. 3, E. K.) von 250 bis 300 com Fassungsvermégen, die 
sich auch in anderen Fallen bewahren diirften. Die Kugeln sind mit zwei 
Glashahnen versehen, von denen der eine an ein Einleitungsrohr an- 
geschmolzen ist, das bis zum Boden der Kugel reicht. Den Rauminhalt 
der Kugeln bestimmt man durch Auswagen, z. B. mit Wasser. Man 
evakuiert die kugelf6rmigen GlasgefaBe vor der Entnahme, nachdem 
man die Glashahne mit Phosphorsdure oder einem anderen Dichtungs- 
mittel eingerieben hat, mittels der Vakuumpumpe immer auf gleichen 
Unterdruck (Kontrolle mit Manometer). Dann schlieBt man das Ein- 
leitungsrohr, das bis zum Boden der Kugel fiihrt, mittels Gummi- 
verbindung an eine in den Versuchsraum hineinreichende Glasréhre, 
aus der man einige Zeit das Ather-Luftgemisch hat austreten lassen. 
Durch Offnen des Hahnes la8t man die zu analysierende Luft in die 
Kugel eintreten. Man verschlieBt den Hahn wieder und stellt die 
Kugel zur Kiihlung in Eis. Dadurch wird der Ather zum Teil kondensiert 
und auBerdem in der Kugel ein Unterdruck erzeugt, der es gestattet, 
etwa 20 ccm Jodwasserstoffsaure () 1.70) in die Kugel einzusaugen. 
Durch Schiitteln der Jodwasserstoffsaure in der geschlossenen Kugel 
wird der gesamte Ather in der Halogenwasserstoffsaiure gelést und so 
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ein Entweichen von Ather vollkommen unméglich gemacht. Auf diese 
Weise ist man in der Lage, bei Verwendung mehrerer Kugeln eine 
Anzahl von Vergleichsanalysen wahrend eines Str6mungsversuchs oder 
bei Versuchen ahnlicher Art in beliebigen Zeitabstanden zu entnehmen. 
In der Kugel kann der vorhandene Ather bereits mit der Jodwasser. 
stoffsaure in Reaktion treten. Da sowohl Athyljodid wie auch eventuell 
entstandener Alkohol in Jodwasserstoffsiure (D — 1,70) leicht léslich 
sind, ist ein Verlust von Ather selbst bei tagelangem Stehen nicht zu 
befiirchten. Darin liegt ein weiterer Vorteil, weil die Analyse nicht 
sofort nach der Entnahme durchgefiihrt werden muB. Die mehrere com 
Jodwasserstoffsiure enthaltende Glaskugel wird zur Ausfiihrung der 
Analyse zwischen der Waschflasche des Kohlendioxyd liefernden 
Kippapparats und der Zeiselapparatur mittels Druckschlauchs in das 
yanze System eingeschaltet. Nachdem man durch Einstrémenlassen 
von Luft oder Kohlendioxyd den etwa in der Kugel noch vorhandenen 
Unterdruck ausgeglichen hat, erwarmt man die Jodwasserstoffsaure in 
der Kugel unter Durchleiten von Kohlendioxyd bis zum schwachen Sieden. 
Man treibt so das Athyljodid nach Kolben I iiber, weiter nach II und 
schlieBlich in die Vorlage, wie bei den Testanalysen beschrieben ist. 
Die titrimetrische Bestimmung erfolgt ebenfalls wie zuvor beschrieben. 
Die bei vielen Versuchen erhaltenen Ergebnisse gaben unter sich iiber 
einstimmende Werte, die in der nachfolgenden Tabelle IL zum Teil zu- 
sammengestellt sind. 

Aus dem Versuchsraum wurden mittels der zuvor beschriebenen 
evakuierten Glaskugeln von bekanntem Rauminhalt Gasvolumina 
zwischen 250 und 300 cem etwa eine halbe Stunde nach Beginn der 
Atherstr6mung entnommen, und entweder sofort oder nach langerem 


Stehen in der beschriebenen Weise analysiert. 


Tabelle Il. Analysenergebnisse bei verschiedenen 
Str6émungsversuchen. 
(Versuchsraum 200 Liter, Str6mungsgeschwindigkeit 
900 bis 1200 Liter pro Stunde.) 





Versuch Entnahme in Gefundene 
; Zeitabstinden Menge Ather 
Nr. von Min. in mg) Liter 


Ti 311,9 
Ohne Tiere ae. 
Mit Tieren re 

57,2 
157,5 
156,5 
316,2 
316,0 
162,5 
163,4 
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Aus Tabelle I geht hervor, da} mit der geschilderten Methode ein- 
sewogene Athermengen von etwa 0,40 bis 100,0 mg mit einem Fehler 
von héchstens 0,3 bis 0,75°,, (letzteres nur bei sehr kleinen Mengen) 
bestimmt werden kénnen. 

Tabelle Il laBt erkennen, da} auch unter den Bedingungen eines 
Tierversuchs bei Kontrollversuchen gut iibereinstimmende Werte 


erhalten werden. 
Die einzelne Analyse beansprucht selbst bei Athermengen von 


etwa 100 mg nur etwa !/, bis */, Stunde. Da auBerdem die geschilderte 
Methodik es gestattet, in kurzer Zeit beliebig viele Proben zu entnehmen, 
lauben wir, das Verfahren auch fiir andere Zwecke empfehlen zu kénnen. 


o 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Bestimmung von Ather in Ather-Luft- 
gemischen beschrieben, die auf der Uberfithrung von Ather in Athyl- 
jodid beruht. Das Athyljodid wird nach Viebéck jodometrisch bestimmt. 
Ferner werden die Versuchsanordnung bei Narkosen von Tieren im 
stroémenden Ather-Luftgemisch und die Analysenentnahme erlautert. 

Das beschriebene Analysenverfahren besitzt gegeniiber den in 
der Literatur bekannten Verfahren die Vorteile groBer Genauigkeit und 
erheblicher Zeitersparnis. 

Da die Analysenentnahme nur sehr kurze Zeit erfordert, sind 
zahlreiche Entnahmen im Laufe eines Versuchs méglich. 

Die Analyse beansprucht bei einiger Ubung nur !/, bis * , Stunde. 
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Biochemie der Nitritbildung. 
II. Mitteilung: 
Ist mit der Nitritbildung eine Dehydrierung verbunden? 
Von 
Krishnan Madhusudanan Pandalai. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Indian Institute of Science, Bangalor 
und dem Agricultural Research Laboratory, Quilon.) 


(Eingegangen am 9, August 1938.) 


Der Mechanismus biologischer Oxydationsprozesse ist bisher fast 
ausschlieBlich an organischen Stoffen untersucht worden. Es ist dahe1 
interessant, die biologischen Oxydationen anorganischer Stoffe zu 
untersuchen, z. B. von Ammoniak, das durch Bakterien folgendermaben 
oxydiert wird: 


NH, + 30> HNO, + H,O. 


In einer friiheren Arbeit (1936) habe ich gezeigt, daB diese Reaktion 
nicht auf den EinfluB eines besonderen Sauerstoff aktivierenden Enzym- 
systems zuriickzufiihren ist. In der vorangehenden Arbeit! ist auch 
die Ansicht von Bonazzi (1923) als,unhaltbar erwiesen worden, der ein 
intracellulares Oxydasesystem in den Nitritbakterien annimmt. Der 
ProzeB der Nitritbildung muB daher weiter besonders vom enzymatischen 
Standpunkt aus erforscht werden. Die Annahme liegt nahe, da} bei 
einer an Wasserstoff so reichen Verbindung wie Ammoniak eine Akti- 
vierung des Wasserstoffs wihrend der Oxydation zu salpetriger Saure 
eintreten kann, und daB die Bakterien, die im Erdboden diese Umwand- 


lung bewirken, ein Enzymsystem enthalten, das diese Aktivierung 
hervorruft. Der folgende Versuch soll zeigen, ob die Nitritbakterien die 
Oxydation von Ammoniak durch Vermittlung eines wasserstoffiiber- 


tragenden Enzyms bewirken. 

Ich arbeitete nach der Thunbergschen Methcde und mit Vakuum 
réhrehen vom Keilintyp. Es wurde eine Kultur, die reich an Nitritbakterien 
war, hergestellt und sorgfaltig zentrifugiert. Der Niederschlag, der die 
Kultur enthielt und hauptsachlich aus Magnesiumcearbonat bestand, wurde 
sorgfaltig ausgewaschen, bis er fast frei von Nitrit war, und dann in frisch al) 
gekochtem sterilen Wasser suspendiert. Diese Suspension als Ausgangs 
material wurde in Vakuumr¢éhrchen aufbewahrt, die mit Stickstoff gefillt 
und dann wieder evakuiert waren. Als Substrat fiir die Organismen wuice 
sterile Omeliansky-Lésung verwendet. Ein Teil Methylenblau (frei von 
ZnCl,) wurde in 5000 Teilen frisch abgekochtem, sterilem und destilliertem 
Wasser gelést. Die Untersuchungen wurden bei pu 8 mit Fhosphatpuffe: 


! Diese Zeitschr. 299, 406, 1938, dort auch die friihere Literatur. 
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ausgefiihrt. Alle Lésungen, die untersucht wurden, wurden mit Natrium- 
hydroxyd oder Salzsiure auf pu 8 gebracht. Fiir den kolorimetrischen 
Vergleich wurden Kontrollversuche mit einer Standardlésung von Methylen- 
hlau angestellt, zu der gleiche Mengen Kultur, Substrat und Puffer hinzu- 
gefiigt wurden, um eine gleiche Durchsichtigkeit in den Vakuumréhrchen 
und Vergleichsréhrehen zu erzielen. 

Die Ergebnisse in Tabelle | zeigen, da} unter den angewandten 
Bedingungen Ammoniak sich in Abwesenheit von Luft nicht als Wasser- 
stoffdonator fiir Methylenblau betatigen kann. Es wurden zahlreiche 
Versuche unter variierten Bedingungen ausgefiihrt. Ich arbeitete bei 
einem pu von 7,4 bis 8,4, bei einer Temperatur von 25 bis 45° und 
wandte verschiedene Konzentrationen des Substrats, Methylenblaus 
usW. an. 

Tabelle L. 
= Keine Entfarbung nach 6 bis 10 Stunden.) 





Inhalt der Vakuumroéhrchen. 
Das Gesamtvolumen ist in allen Réhrehen durch Zugabe von 
H,O auf 7 cem gebracht Entfirbung 
ccm ecm ecm ceem 
Organismen Puffer Methylenblau Substrat 


o vO 
DO bo 


2 


2 
2 
9 
1 
2 


wore 


Die Nitritbakterien haben die charakteristische Eigenschaft, auf 
Spuren organischer Stoffe sehr empfindlich zu reagieren. Spuren von 
Glucose, Pepton, Asparagin, Harnstoff usw., die auf gewdéhnliche 
heterotrope Organismen keinen ungiinstigen EinfluB ausiiben, schadigen 
Nitritbakterien sehr stark und hemmen deren Wirkung. Nach Kluyver 
und Donker (1926) erfordert die Oxydation des Ammoniaks mehr Energie 
als die Aktivierung des Wasserstoffs bei einer Oxydation durch Or- 
ganismen, die von organischen Substraten leben. Sie nehmen an, dab 
das Protoplasma der Nitritbakterien eine besonders groBe Affinitat zum 
Wasserstoff hat, und ylauben, daB diese Organismen besonders stark 
oxydieren kénnen. Nach ihrer Ansicht beruht die Hemmung der Nitrit- 
bildung durch organische Verbindungen auf dem gelockerten oder 
aktivierten Wasserstoff, der sozusagen das Protoplasma sittigt und 
es dadurch behindert, die autotrope Oxydation zu bewirken. 

Man sollte dann annehmen, da eine geniigend grobe Menge der 
Organismen wenigstens eine kleine Menge eines organischen Stoffes 
wie Glucose unter richtigen Bedingungen oxydieren kénnte. Es ist 
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weiterhin interessant, das Verhalten der Nitritbakterien zusammen mit 
Bacillus Coli oder Azotobakter zu priifen. Letztere sind dafiir bekannt, 
daB sie Glucose dehydrieren, eine Kombination der Nitritbakterien mit 
B. Coli kénnte daher mdéglicherweise eine bestimmte Menge Glucose 
in kirzerer Zeit oxydieren als die gleiche Menge B. Coli allein. Da nichts 
iiber das Verhalten der Dehydrasen gegeniiber anorganischem Wasser. 
stoff bekannt ist, lohnt es sich zu untersuchen, ob B. Coli oder Azoto- 
bakter in diesem Zusammenhang anorganischen Wasserstoff z. B. von 
aktivieren kann. Ergebnisse mehrerer Versuche sind in 
Tabelle IL zusammengestellt. Wie friiher wurde eine Reihe von Ver- 


Ammoniak 


suchen ausgefiihrt unter verschiedensten Bedingungen in bezug auf py, 


Temperatur, Konzentration der Substrate, des Methylenblaus usw. 


Tabelle ITI. 


© bedeutet, da®B innerhalb 6 bis 10 Stunden keine Entfarbung eintritt 














von 


Bakterien- 
aufschlimmung 


2cem B. Coli 


2cem Azoto- 
bakter 


2cem B. Coli 


2eem Azoto- 
bakter 
Leem B. Coli 
+leem Nitrit- 
bakterien 


Leem B. Coli 
+ 1eem Nitrit- 
bakterien 


leem Azoto- 
bakter 
+-leem Nitrit- 
bakterien 
leem Azoto- 
bakter 
+ leem Nitrit- 
bakterien 
2cem Nitrit- 
bakterien 


Glucose durch 


Inhalt der Vakuumrdéhrehen 


Puffer 


2 cem Phosphat- 
puffer, py 7,4 
2 ccm Phosphat- 
puffer, py 8,0 
2 cem Phosphat- 
puffer, py 7,4 
2 cem Phosphat- 
puffer, py 8,0 
2cem Phosphat- 


puffer, py 8,0 


2cem Phosphat- 
puffer, py 8,0 


2cem Phosphat- 


puffer 


2cem Phosphat- 


puffer 


2ecm Phosphat- 
puffer 


Methylen- 
blaulésung 


1 ecm 


Substrat 


2eem m/140 
Glucose 


2cem m/140 
Glucose 


2cem Omeli- 
ansky-Lésung 


2 cem Omeli- 
ansky-Lésung 


2cem m/140 
Glucose 


2 ccm Omeli- 
ansky-Lésung 


2 cem m/140 
Glucose 


2cem Omeli- 
ansky-Lésung 


2ceccm Glucose 


Zeit 
bis zur 
Ent 
furbung 
in Min. 


Diese Ergebnisse zeigen, daB die Nitritbakterien die Dehydrierung 
B. Coli oder Azotobakter nicht férdern kénnen 
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Negativ sind auch die Untersuchungen verlaufen, die sich mit der 
Aktivierung anorganischen Wasserstoffs durch gewéhnliche sapro- 


phytische Organismen wie B. Coli oder Azotobakter befassen. 


Diskussion. 

Man hat festgestellt, daB biologische Reaktionen dieser Art sehr 
spezifisch sind und da®B auch den Wasserstoffdonatoren wahrscheinlich 
eine hohe Spezifitat zuakommt. Wir haben gefunden, dafi der Wasser- 
stoff in Ammoniak weder durch einen Organismus, der Ammoniak 
fiir sein Wachstum braucht, noch durch Organismen, die Wasser- 
stoff aktivierende Enzyme enthalten, aktiviert werden kann. Nitrit- 
bakterien kénnen auch nicht den Wasserstoff irgendeines Substrats 
wie Ammoniak, Glucose, Natriumsuccinat aktivieren. Daraus ersieht 
man, da® die Nitritbakterien entweder kein Enzym enthalten, welches 
dem im Muskel, im B. Coli oder Azotobakter vorhandenen, die anaerobe 
Reduktion von Methylenblau in Gegenwart z. B. von Natriumsuccinat 
oder Glucose bewirkenden Enzym, ahnlich ist, oder daB zwar ein 
Enzym vorhanden ist, das Ammoniak-Wasserstoff aktivieren und 
transportieren kann, dessen eigentiimliche Spezifitat aber seinen Nach- 
weis mittels der genannten Substrate verhindert. 

Wie man weil, kann das Nitration als wirksamer Wasserstoff- 
akzeptor fungieren. Méglicherweise kann, besonders in alkalischer 
Lésung, auch das Nitrition als Wasserstoffakzeptor auftreten. Es ist 
méglich, daB bei anorganischen Reaktionen Stoffe wie Nitrit bessere 
Wasserstoffakzeptoren als Methylenblau sind. Es sei erwahnt, daB in 
den sehr schwachen Konzentrationen, die wir anwandten, Methylenblau 
die Reaktion nicht hindert, was bei Anwendung starkerer Konzen- 
trationen unbedingt der Fall ist. 

Die Bildung von Wasserstoffsuperoxyd bei der Oxydation organi- 
scher Substanzen ist ein wesentlicher Teil der Wielandschen Theorie 
iiber Oxydationen in vivo. Seine Bildung ist in verschiedenen Pflanzen-, 
Bakterien- und Tiersystemen nachgewiesen worden. Da ich definitiv 
zeigen konnte (a.a.O.), das Wasserstoffsuperoxyd nicht als Zwischen- 
produkt gebildet wird, so ist es unméglich, daB eine Substrataktivierung 
nach der Wielandschen Theorie vor sich gehen kann. Molekularer 
Sauerstoff wirkt hier scheinbar nicht als direkter Wasserstoffakzeptor, 
und umgekehrt laBt der Ammoniakwasserstoff keine Aktivierung er- 
kennen. Wenn molekularer Sauerstoff als direkter Wasserstoffakzeptor 
auftritt, wird immer H,O, gebildet. Molekularer Sauerstoff kann aber 
als direkter Wasserstoffakzeptor nur dann fungieren, wenn der Wasser- 
stoff der Substanz aktiviert vorliegt. Thurlow zeigt in seiner Arbeit 
iiber Xanthinoxydase (1925), daf}§ Nitrit Guaiacol in einem System er- 
setzen kann, das Xanthinoxydase mit Hypoxanthin und tierischen oder 
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pflanzlichen Peroxydasen zusammen enthalt. Thurlow findet, da in 
Gegenwart tierischer Peroxydasen Wasserstoffsuperoxyd schnell Nitrit 
zu Nitrat oxydiert. Wenn die Nitritbakterien ein dehydrierendes Enzym 
besitzen, dann sollte 1. bei der Oxydation des Ammoniaks durch Bak 


terien H,O, entstehen, 2. Methylenblau unter anaeroben Bedingungen 


entfarbt werden, 3. Nitrit, das sich durch Oxydation des Ammoniaks 
bildet, nach Zugabe einer Peroxydase weiter zu Nitrat oxydiert werden 
Keine dieser drei Reaktionen spielt sich in Wirklichkeit ab, und so 
findet scheinbar eine gekuppelte Oxydation nicht statt. Man kommt zu 
dem SchluB, daB Ammoniak nicht zum Wasserstoffdonator, weder 
durch Ammoniak oxydierende Bakterien noch durch Bakterien, die 
Dehydrogenase enthalten, aktiviert werden kann. 

us ist interessant zu untersuchen, ob die Dehydrogenasen im all. 
gemeinen Wasserstoff in anorganischen Verbindungen wie Ammoniak 
aktivieren kénnen. Dehydrogenase ist eine Oxydase, die auf organische 
Substrate direkt, und zwar leichter als molekularer Sauerstoff einwirkt 
Da die autotrophen Nitritbakterien durchaus keinen EinfluB auf or- 
ganische Stoffe haben, so enthalten sie wahrscheinlich dieses Enzym 
nicht. Die Tatsache, daB ausgesprochen dehydrierende Organismen Am- 
moniak nicht als Wasserstoffdonator verwenden kénnen und die Tatsache, 
daB die Nitritbakterien den Wasserstoff organischer Substrate nicht 
aktivieren, weist auf die wichtige und grundsatzliche, aber noch zu 
untersuchende Eigenschaft der dehydrierenden Enzyme hin, dab der 
Wasserstoff in anorganischen Verbindungen nicht durch saprophytische 
Bakterien, der Wasserstoff in organischen Verbindungen dagegen nicht 
durch autotrophe Bakterien aktiviert werden kann. 

Diese neu aufgefundenen Tatsachen sind noch unzureichend, um 
den Mechanismus dieser Reaktion genau formulieren zu kénnen. Ob 
sich zwei Effekte iiberlagern, namlich 1. die an sich vorhandene Fahig- 
keit des Systems (Ammoniak + Nitrosomanas), Methylenblau zu ent- 
farben, und 2. die Eigenschaft des Nitrits, in diesem Falle als Wasser- 
stoffakzeptor zu wirken und so an Stelle des Farbstoffs dehydriert zu 
werden, ist zur Zeit schwer zu sagen. Die festgestellte Tatsache, dal 
die Nitritbildung durch Bakterien nicht mit der Wirkung Wasserstoff 
iibertragender Enzyme verbunden ist, bestatigt jedenfalls meine friihere 
Ansicht, daB die biologische Oxydation von Ammoniak eine kata- 
lytische Oberflichenreaktion ist, die an gewissen aktiven Zentren der 
Zelloberflache der Bakterien vor sich geht. Es scheint dabei kein 
besonderes Enzymsystem wirksam zu werden. 


Zusammenfassung. 


1. Untersuchungen iiber die biologische Oxydation des Am- 
moniaks mit der Methode von Thunberg haben folgendes gezeigt: 
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a) Es erfolgt keine Aktivierung des Ammoniaks, die diesen be- 
fahigt, als Wasserstoffdonator gegeniiber Methylenblau oder anderen 
Wasserstoffakzeptoren in Gegenwart von Nitritbakterien, B. Coli oder 
Azotobacter chroococcum zu wirken. 

b) Die Nitritbakterien sind nicht imstande, den Wasserstoff eines 
organischen Substrats wie Glucose oder Natriumsuccinat zu aktivieren. 
2. Es scheint, dafS Dehydrogenasen im allgemeinen Wasserstoff 


in anorganischen Verbindungen nicht aktivieren kénnen. 
3. Es ergibt sich, daB den Nitritbakterien Wasserstoff aktivierende 
Enzyme fehlen. Das unterstiitzt die friiher vertretene Meinung, dab 


kein besonderes Enzym bei der Nitritbildung durch Bakterien mitwirkt, 
sondern daB es sich hier um eine katalytische Oberflichenreaktion 


handelt. 


Ich bin Herrn Dr. G. Gopala Rao vom Universitits-College of Science, 
Waltair, und Herrn Professor Dr. V. Subrahmanyan fiir ihr groBes Interesse 
an dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Uber Darstellung 
und Kigenschaften des nichtdissoziierten Glykokolls', 
Von | 
St. J. von Przylecki, M. Kolaczkowska und W. Giedroye. 


(Aus den Instituten fiir physiologische Chemie und Mineralogie de1 
J. Pilsudski-Universitat in Warschau. ) 
(Eingegangen am 26, September 1938. ) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit den klassischen Untersuchungen von Bjerrum! ist allgemein 
anerkannt, daB sich die Aminoséuren am _ isoelektrischen Punkt in 
Zwitterionenform befinden. 

Diese Annahme, die fiir Betain schon im Jahre 1894 gemacht wurde (2), 
ist durch eine groBe Anzahl von indirekten Beweisen gestiitzt. Folgend 
Methoden wurden zu diesem Zwecke schon angewandt: 1. Spektroskopisch 
Analyse (3), 2. chemische Beweise (4), 3. physiko-chemische Untersuchungen. 
und zwar a) die Elektrotitration (5), besonders in Anwesenheit von Fo: 
mol (5, 6), b) thermische Effekte (7), c) Volumenanderungen (8), d) Messung 
der Dissoziationskonstanten der Aminosaéuren (9) und ihrer Ester (10), 
e) Elektrostriktion (11) usw. ; 

Diese schénen Untersuchungen bewiesen, daf} die Aminosauren 
in wasserigen Lésungen als Zwitterionen (a) vorkommen, obwohl auch 
die nichtionisierte Form (b) anwesend ist. 

. : , 
R_~_ Coo RL COOH 
H Nit H NH, 
(a) (b) 


Es wurde auch versucht das Verhaltnis (10) 


NHt—R-COO-_ , 
NH, RCOOH . 


zu bestimmen. Dieses Verhiltnis ist fiir verschiedene Aminosiuren 
verschieden. Es variiert zwischen 200000 und 1800000 (Lysin, Arginin) 
Es ist stark von der Dielektrizitatskonstanten des Lésungsmittels ab- 
hangig. Die Versuche von Edsall (10) zeigten, daB bei Leucin in alko 
holischer Lésung das Verhaltnis auf etwa 500 herabsinkt. Cohn (11 
nimmt an, das auch im festen Zustand die Zwitterionenform stark in 
der Uberzahl ist. Nach diesem Autor ist im Kristallgitter jede NH)- 
Gruppe von 6COO-- und jede COO--Gruppe von 6 NH3-Gruppen 


' Die Arbeit wurde am 1. Juli in dem Verein der polnischen Chemiket 
in Wilna vorgetragen. 
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umgeben, deshalb ist die Packung der Aminosauren im Kristall viel 
orbSer als diejenige anderer nichtdissoziierter organischer Stoffe. Bei den 
niederen Aminosauren besteht die Tendenz zur Erreichung einer ionischen 
Packung (12). Auch der Siedepunkt der Aminosaéuren ist sehr hoch, 
viel héher als der der reinen Amine oder entsprechender Fettséuren. 

Obwohl durch eine grobe Anzahl von Tatsachen die Existenz det 
Zwitterionen und der nichtionisierten Form der Aminoséuren neben- 
einander bewiesen zu sein scheint, konnten diese beiden Formen nicht 
getrennt erhalten werden. Nach den Ergebnissen von Cohn und Mit- 
arbeitern scheint es, als ob in allen bis jetzt untersuchten Fallen in mehr 
oder weniger reiner Form nur die Zwitterionenform erhalten wurde. Die 
neutrale Form scheint schon bei Anwesenheit geringer Mengen von Protonen 
leicht in die Zwitterionenform iiberzugehen. 

In dieser Arbeit wurde versucht, Aminosdurepraparate zu erhalten, 
die reich an der undissoziierten Form sind. Als Aminoséiure wurde 
aus zwei Griinden Glykokoll gewahlt. Erstens gibt es die besten Réntgen 
bilder, da seine apolare Seitenkette am kleinsten ist. Zweitens gibt es 
nur ein Glykokoll, da Glykokoll im Gegensatz zu anderen Aminosduren 
optisch-inaktiv ist. 

Wir nahmen itibereinstimmend mit Cohn (11) an, daB die bis jetzt 
bekannte Form der Aminosauren die Zwitterionenform ist, und suchten 
daher solche Bedingungen aufzufinden, bei denen die méglichst reine 
nichtdissoziierte Form aus den Zwitterionen entstehen kénnte. Durch 
einfaches Andern des Lésungsmittels ist dies sehr schwer, praktisch 
iiberhaupt nicht erreichbar. Nachdem bewiesen worden war, dab die 
nichtionisierte Form am schwersten aus den Zwitterionen zu erhalten 
ist (13), wahlten wir einen Umweg. Auf Grund der Ergebnisse von 
v. Przylecki und Kasprzyk (14) haben wir versucht, die neutrale Form 
COOH—CH,—NH, in folgender Weise aus der Kationenform zu 
erhalten: 


as Glykokoll wurde als wasserfreies Pulver in einer schwachen 
Das Glykokoll le al f Pul | | 


organischen Saure, am besten in Essigsaiure gelést. Die gute Léslich- 


keit des Salzes 
COOH 


CH2<ONH: COO--CH, 


in 99,5 °%iger Essigsiure erlaubte es, eine 2 bis 6°,ige Lésung von 
Glykokoll-Acetat bei einer sehr geringen Wasserkonzentration herzu- 
stellen. Das Salz ist sehr instabil. Wenn man die Essigsaure im 
Vakuum abdampft, gentigt die geringe anwesende Wassermenge, um die 
Reaktion nach dem Schema 

COOH COOH 

CH, CH, +COOH-CH 
NH; COO--CH, NH, 
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und 


COOH COO 
CH, +O —» CM, 
NH, NH. 


herbeizufiihren. 
Das Proton, das zu der Essigséure tibergeht, stammt von der 
NH!-Gruppe. Es entsteht das nichtdissoziierte Glykokoll, das aber 
in Gegenwart von Wasser unstabil ist und schnell in die Form des 
Zwitterions tibergeht. 

Um das neutrale nichtionisierte Glykokoll zu erhalten, schien es 
uns richtig, eine Trennung der Komponenten durch Ausfallen der Amino- 
siiure mit organischen Lésungsmitteln, wie Ather cder Benzol, nach 
der Methode von Przylecki und Kasprzyk auszufiihren (14). Bei dieser 
Arbeitsweise wird die Wasserkonzentration in der Lésung stark herab- 
gesetzt. Das Salz wird durch die Verminderung der Dissoziation det 
Essigsiure in die undissoziierten Komponenten aufgetrennt und es 
erfolgt nur die erste Reaktionsphase; die entstandene nichtionisierte 
Form kann nicht weiter in das Zwitterion iibergehen. Man erhalt ein 
Pulver, das im Gegensatz zu allen bekannten Glykokollpraparaten 
sehr leicht ist. Es enthalt keine Verunreinigungen. Sein Stickstoff- 
gehalt (18,54 °,) ist demjenigen des Ausgangsmaterials gleich (Tabelle 1) 
Das Pulver ist amorph im Gegensatz zu den aus Alkohol oder Wasser 
erhaltenen Praparaten, die im Mikroskop erkennbare kleine Kristalle 
bilden. 

Um zu zeigen, daf das so erhaltene Praparat sich von den gewéhn 
lichen aus Wasser oder durch andere Methoden erhaltenen Glykokol! 
praparaten unterscheidet, wurden zweierlei Versuche durchgefiihrt : 

1. Réntgenometrische Untersuchungen. Glykokoll, das leicht in 
Form von schénen Kristallen erhalten werden kann, ist réntgenome- 
trisch gut untersucht (12). Sein Rontgenbild beweist, daB seine Packung 
ional ist. Die einzelnen Zwitterionen liegen dicht nebeneinander und 
die Abstande zwischen den einzelnen Glykokollmolekiilen sind klein 
wie bei allen lonengittern. Das neutrale nichtionisierte Glykokol! 
miiBte aber, wenn es einen nichtionisierten Dipol bildet, ei anderes 
Bild zeigen. Die Abstande zwischen den einzelnen Glykokollmolekiilen 
miBten viel gréBer sein, ihnlich wie zwischen zwei Molekiilen organischer 
Stoffe, die durch van der Waalssche Krafte sich aneinander anlagern 

Diese Annahme wurde r6éntgenometrisch vollstaindig  bestatigt 
Die Elementarzelle des gew6hnlichen Glykokolls, die aus vier Einze! 
molekiilen besteht, erwies sich als viel kleiner als die des Glykokolls 
das nach unserer Methode bereitet wurde (Abb. 1. 2, 3). 

2. Bestimmung des spezifischen Gewichts. Parallel zu der Anderung 
des Réntgenbildes mu® sich auch das spezifische Gewicht andem 
Tatsichlich wurde ein Unterschied zwischen dem gewoéhnlichen Gl) 
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kokoll und unseren Praparaten beobachtet. Wahrend das spezifische 
Gewicht des normalen Glykokolls in Xylol bestimmt 1,605  betrug, 

riiert dasjenige verschiedener Priparate unseres Glykokolls zwischen 
1.507 und 1,544 (Tabelle II). Die Anderung des Volumens der Ele- 
mentarzelle und des spezifischen Gewichts stimmen iiberein. Die- 


jenigen Praparate, die réntgenometrisch weniger von dem Glykokoll 


in Zwitterionenform abweichen, haben auch ein gréBeres spezifisches 
(Gewicht. 

Es scheint, daB unsere Praparate neben nichtionisiertem Glykokoll 
noch einen Anteil der Zwitterionenform enthalten. Dafiir spricht auch 
das etwas wen‘ger scharfe Réntgenbild unserer Priaparate. Wenn die 
Ausfillung bei héherer Temperatur und bei groBem Cberschu an 
wasserfreiem Ather erfolgt, ist das spezifische Gewicht geringer als bei 
der Anwendung von geringeren Mengen des wasserhaltigen Athers. 

Der Ubergang COO-—CH,—NH, 2 COOH—CH,—NH, ist 
vollstindig reversibel. Man kann durch Auflésen in H,O und Aus- 
kristallisieren aufs neue aus der nichtionisierten Form das zwitter- 
ionische Glykokoll mit dem spezifischen Gewicht 1,60 erhalten. Es 
entspricht auch im Roéntgenbild dem gewéhnlichen Glykokoll. 

Unsere Ergebnisse beweisen: 

1. Das Glykokoll existiert in festem Zustande als Zwitterion und 
in nichtdissoziierter Form. 

2. Die bisher bekannten Praparate entsprechen der Zwitter- 
ionenform. Die E‘genschaften des Glykokolls in diesen Praparaten 
entsprechen denjenigen eines Molekiils, das zwei Lonengruppen enthalt. 
Das von uns erhaltene Praparat besteht wahrscheinl’ch aus undisso- 
ziierten Molekiilen. Seine Eigenschaften, wie spezifisches Gewicht und 
GréBe der Elementarzelle fhneln mehr denen der nichtionisierten 
organischen Stoffe. 

Experimenteller Teil. 
1. Bereitung des Glykokolls. 

Glvkokoll (Roche) wurde nach Auflésen in Wasser und einmaligem 
Ausfallen mit Alkohol aus Wasser umkristallisiert. So erhaltene Praparate 
dienten als Ausgangsmaterial. Ein Teil des gereinigten Glykokolls wurde 
in grob kristallinem Zustand verwandt, ein anderer wurde pulverisiert. 
Der dritte Teil wurde in Wasser gelést und mit Athanol ausgefallt, der vierte 
wutds pulverisiert und in 99,5 %'ger Essigsiéure gelést (2 bis 6 g in 100 cem): 
diese Lésung wurde langsam in 200 bis 1000 cem Ather gegossen. Es entstand 
ein weiBes, amorphes, feines Pulver, das sich langsam absetzte. Der Nieder 
schlag wurde abfiltriert und mit Ather gut ausgewaschen. Das Aufldsen 
des Glykokolls in Essigsiiure und Ausfillen mit Athanol erfolgte bei 20° 
oder 70°. Der Ather wurde mehr oder weniger entwiissert. 

Al'e Priipa:ate wuiden vor einer weiteren Untersuchung im Vakuum 
iiber Schwefelsitwue bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
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2. Mikroskopische Untersuchungen. 


Alle Praparate auBer dem durch Auflésen in Essigsaéure und Aus 
fallen mit Ather erhaltenen waren kristallin. Sie polarisierten. Das 


letzte Praparat war aus sehr kleinen Kristallchen gebaut. 


Tabelle L. 





N-Gehalt in Gewichts-' 
Glykokollpriiparat Mittelwert 
aus 4 bis 6 Versuchen 


Aus Wasser kristallisiert, bei 110° getrocknet 18,54 
Aus Wasser bei 100° kristallisiert, bei 110° getrocknet 18,59 
Mit Athanol gefallt, bei 110° getrocknet 18,60 
In Essigsiure gelést, mit Ather gefallt, bei 110° ge- 

trocknet 18,56 


3. N- Bestimmungen. 

In jedem Glykokollpraiparat wurde nach Ajeldah! der N-Gehatt 
bestimmt: die Ergebnisse sind in Tabelle I angegeben. Es haben alle 
Praparate denselben N-Gehalt.~ Der N-Gehalt zeigt, daB die Pri 
parate wasserfrei sind und daB das Pulver des aus Essigsiure mit Ather 
gefallten Glykokolls die reine Aminosiure ist. 


!. Bestimmung des spezifischen Gewichts. 

Das spezifische Gewicht wurde if Xylol bei 18,6, 23,6, 24,0 oder 24,4° 
bestimmt. Das Xylol (Merck) wurde mit Atznatron entwassert, durch 
fraktionierte Destillation gereinigt, mit metallischem Na getrocknet (5 bis 
10 Tage) und nochmal!s fraktioniert destilliert. Der Siedepunkt der mittleren 
Fraktion betrug 137°. 

Die Bestimmungen wurden in Pykncemetern von 25 c¢em Gehalt aus 
gefiihrt. Zu jeder Probe wurden 0,70 bis 1.75 g Glykokoll verwandt. 
erhaltenen Resultate sind in der Tabelle Il angegeben. 


Tabelle LI. 





Spezifisches 
Gewicht 
des 


Glykokolls 


Temn. ‘bel der jee 
ad d Spnez sehes 
das spezifische pezitis¢ hes 
Seidl Gewicht 
Gewicht be- des Xylols 
: Ss ols 
stimmt wurde — 


Glykokollpriiparat 


23.6 0,855 1,6074 Aus H,O kristallisiert, gepulvert 
18,6 0,864 1,600 ot 9 
24,0 0,8552 1,604 . 
24,4 0.8546 1,604 


. Ss - nicht gepulvert 

24,0 0,8552 1,507 . CH,COOH mit Ather ausgefallt 

24,4 0,8546 1,544 ss re ns ro a 

24.4 0.8546 1,501 - i se ‘ a 

23,6 0,855 1,6051 Aus CH.COOH mit Ather ausgefallt, in 
H,O gelést, auskristallisiert 


Das spezifische Gewicht des gewéhnlichen Glykokolls stimmt mit 
demjenigen der alteren Arbeiten (12) iiberein. Das spezifische Gewicht 
war fiir fiinf verschiedene Praparate bei 18,6 bis 24,4° 1,604. 
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Die aus Essigsaure-Ather erhaltenen Praparate hatten verschiedene 
] 


spezifische Gewichte: 1,50 bis 1,544. 
Das spezifische Gewicht des in Essigsiure gelésten und mit Ather 


ausgefallten Glykokolls, das nochmals in Wasser aufgelést und aus- 
kristallisiert wurde, war mit dem spezifischen Gewicht des Zwitterionen- 
Glvkokolls identisch. 


3. Rontgenometrisc he Unte rsuchungen. 

Die Untersuchungen wurden nach der Pulvermethode, die Aufnahmen 
auf einer Platte ausgefiihrt. Es wurde eine ungefilterte Cu-Strahling (einer 
Viillerschen Réhre) benutzt (20 Milliamp., 40 kV). Da das mit Ather aus- 
yefallene Glykokoll mikroskopisch amorph war, konnte die viel genauere 
Methode einer Untersuchung gut ausgebildeter Kristalle, wie sie von Heng- 
stenberg und v. Leneth benutzt wurde, nicht angewendet werden. 


Abb. 1. Réntgenbild des Zwitterionen- Abb. 2. Réntgenbild des nichtionisierten 
glykokolls Nr. 14 vom spezifischen Ge- Glykokolls aus Ather (Nr. 16) vom spe 
wicht 1,604 an. zifischen Gewicht 1,520 an. 


Abb. 3. Réntgenbilder vom Zwitterionenglykokoll Nr. 14 (obere Halfte) und Glykokoll 
Nr. 16 (untere Hiilfte). 


An Glykokollpraparaten wurden untersucht: 1. Aus Wasser bei 
20° kristallisiertes und gepulvertes Glykokoll, 2. bei 106° aus Wasser 
auskristallisiertes Glykokoll, 3. mit Athanol ausgefailtes Giykokoll und 
4. nichtdissoziiertes, durch Auflésen in Essigsiure und Fallen mit 
Ather gewonnenes Glykokoll. 

Die drei ersten Praiparate waren untereinander identisch (Abb. 1), 
wihrend sich das nichtionisierte, aus Essigsiure mit Ather ausgefiallte 
Glykokoll davon unterschied. Das Priparat besteht aus Kristalliten 
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und gibt unscharfe Interferenzlinien (Abb. 2). Das Praparat ist, 


oben erwahnt wurde, kein reines nichtdissoziiertes Glykokoll. Es ent 
halt noch Zwitterionen. Einen wichtigen und deutlichen Unterschic«d 
erkennt man bei einem Vergleich der einzelnen Interferenzlinien. Di: 
Durchmesser der Interferenz-Kreislinien der Zwitterionenform (aus 
Wasser) sind viel gréBer als beim nichtionisierten Glykokoll (Abb. |. 
2 und 3). 

Diese Tatsache beweist, dai die Elementarzelle der Zwitterionen 
kleiner ist als die der nichtionisierten Molekiile. Aus den erhaltenen 
Bildern kann man an Hand der vier scharfsten Linien die Gitterabsténde 
der zwei Glykokollformen berechnen. 

Aus dem experimentell ermittelten Quotienten der Predukte de: 
entsprechenden Gitterabstiéinde kann das Verhialtnis der Volumina de) 
EKlementarzellen beider Glykokollformen berechnet werden, wenn = di 
Differenz nur in der Packung der Atome, unter Erhaltung der Kristallform, 
begriindet ist?. Wenn die Form des gepulverten Zwitterionenglykokolls 
wie die der groBen Kristalle monoklin ist, mitBte der Winkel (2) zwischen 
den Achsen ¢ und a der gleiche bleiben. Unter dieser Bedingung kénnen, 
ohne Kenntnis des Winkels, dié Volumina elementarer Parallelepiped 


bestimmt werden (Tabelle III). 


Tabelle IIL. 
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Intensitat 





Zwitterionglykokoll Nr. 14. 
RD es ey Setie aeons 5 14 mm 9,22° 
Stark " 11,60 
Sehr stark 2: 14,35 
. 17,31 
Nichtionisiertes Glykokoll aus Ather Nr. 16. 
] Mittlere .... 13° mm 8,60° 
2 Stark Wer ee 11,45 
3 Sehr stark iO es 13,01 
4 Stark . S055 16,41 





In der Kolonne 2 sind die Intensitaten subjektiv berechnet. In det 
Kolonne 3 sind die Durchmesser der Interferenzkreise angegeben. In det 
Kolonne 4 sind die Glanzwinkel und in der Kolonne 5 die Netzebenen- 


abstande in A berechnet. 6 
y 


A 
ay 


Abb. 4. Vergleich der vier schiirfsten Linien. 








1 Diese Annahme ist aber falsch. 








ver Darstellung und Eigenschaften des nichtdissoziierten Glykokolls. 135 
Literatur. 

1) N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 2)G. Bredig, 
enda 13, 323, 1894. — 3) M. Freymann u. P. Rumpf, C. rv. 201, 606, 1935: 

J. de Phys. 6, 30, 1936. 4) R. Kuhn u. W. Brydéwna, Ber. 70, 1333, 

1937. 5) L. J. Harris u. T. W. Birch, Biol. J. 24, 1080, 1930. 

6) L. J. Harris, Proce. Roy. Soc. London B 104, 412, 1929; Bioch. J 

1930: H. H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 7) H. H. Weber, |. c. 

L. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. — 8) Derselbe, 1. ce. 

9) Derselbe, |. c.; Linderstrém-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1738, 32,1927; 
L. Michaelis u. K. Mizutani, Zeitschr. f. physik. Chem. 116, 135, 1925. 

10) J. T. Edsall u. M.H. Blanchard, Amer. Chem. Soc. 55, 2337, 1933. - 
11) BE. Cohn, Science 79, 83, 1934: Naturwissensch. 20, 663, 1932; Ergebn. 

d. Physiol. 338, 781, 1931; Annual rev. — 12) P. Groth, Chem. Kristallo- 

graphie 8, 98, 1910; J. Hengstenberg, F. v. Leneth, Zeitschr. f. Kristall. 77, 
$24, 1931; K.H. Meyer u. Y.Go, Helv. chim. Acta 17, 1488, 1934. — 
13) vw. Przylecki, Cichocka, Hofer u. Rafalowska, diese Zeitschr. 299, 230, 
1938. — 14) v. Przytecki u. Kasprzyk, ebenda 288, 29, 1936. 

















Cher die kolorimetrische Bestimmung des Vitamins (, 
Von 
Akiji Fujita und Tsutomu Ebihara. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio 


(Eingegangen am 17. Oktober 1938.) 


Wir haben friiher tiber eine fiir Vitamin C spezifische, exakte 
Bestimmungsmethode berichtet und konnten spektrophotometrisch be. 
staitigen!, da} die mit dieser Methode gemessenen Werte bei den tieri- 
schen und pflanzlichen Geweben mit dem wirklichen Vitamin C-Gehalt 
praktisch genau tibereinstimmen. (Leider befindet sich in der genannten 
Arbeit in einem wichtigen Punkt ein Druckfehler, der wohl spater in 
derselben Zeitschrift berichtigt wurde?, in einigen Referaten der Lite 
ratur® jedoch unberiicksichtigt blieb.) 

Diese Methode hat sich seitdem in zahlreichen Bestimmungen 
durch uns und andere Autoren als brauchbar erwiesen. Wir haben 
daran auch jetzt nichts zu andern, doch ist es in manchen Fallen 
besser, sie dem Versuchsobjekt entsprechend etwas zu modifizieren 
Dariiber wollen wir hier berichten und dabei auch zu den von einigen 
Autoren gemachten Einwanden Stellung nehmen. 


1. Behandlung von getriibten enteiwei8ten Filtraten. 


Das durch Sulfosalicylsiure, Metaphosphorséiure oder Trichlor- 
essigsiure enteiweibte Filtrat ist infolge der Gegenwart von Glykogen 
oder dergleichen nicht immer klar. Bei einem getriibtem Filtrat enthalt 
die Triibung selbst gewéhnlich keine reduzierende Substanz. Infolge- 
dessen gibt die Bestimmung in dem getriibten Filtrat nach vor- 
schriftsmaBiger Farbentwicklung und Abzentrifugieren des Nieder 
schlages richtige Werte. Es kommt manchmal vor, z. B. bei manchen 
konzentrierten Filtraten aus Frauenmilch, daB die Farblésung auch 
durch Zentrifugieren nicht ganz klar wird. In solchen Fallen kann 
man gewohnlich dadurch ein véllig klares Filtrat erhalten, daB man die 
entwickelte Farblésung nach einem Zusatz von einem Drittel bis gleichem 
Volumen Methanol filtriert. Oder man setzt dem enteiweibten, ge- 
triibten Filtrat selbst ein Drittel bis gleiches Volumen Methanol zu 
nach dem Abfiltrieren des Niederschlages ist das Filtrat klar. Nun 


wird durch einen weiteren Zusatz von 2°,iger Metaphosphorsaure 


' Fujita u. Sakamoto, diese Zeitschr. 297, 10, 1938. —? Fujita, ebenda 291, 
433, 1937. — * Z. B. Berichte der gesamten Physiologie, Chemical <A! 
stracts, Hinsberg u. Lang, Medizinische Chemie 1938, 8. 440. 
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|ésung oder Abdampfen des Alkohols die Endkonzentration des Methanols 
auf weniger als 25 Vol.-°, gebracht und das Filtrat weiter nach der 


friiher gegebenen Vorschrift behandelt. Bei der Berechnung ist die 


gefundene Extinktion mit einem der Verdiinnung entsprechenden 
Faktor zu multiplizieren. 


Versuch 1. Beziehung zwischen Extinktion und Erwirmungsdauer bei 
methanolhaltigem Filtrat. 

Das methanolhaltige Filtrat erreicht die maximale Extinktion 
langsamer als das ohne Zusatz. In 12 Minuten wird die Extinktion 
maximal, sie halt sich etwa 30 Minuten lang, um dann allmahlich 
wieder abzunehmen (Tabelle I). 


Tabelle I. 


3,.0cem 4,22 mg®%ige Ascorbinséurelésung (in 2°%iger HPO.) + 1,0 cem 

Methanol + 2,0¢em Phosphatpuffer (py 6,2) + 1,0cem Jodessigsiure 

> 40°, 5 Minuten — + 1,0 cem Folin-Reagens — 40°, nach « Minuten 
> mit Pulfrich-Photometer (S 72, 5mm) bestimmt. 





Minuten Extinktion | Nach Minuten Extinktion Nach Minuten Extinktion 


0,260 0,380 30 0,385 
0,330 : 0,390 40 0,380 
0,370 2 0,390 60 0,370 


Versuch 2. Verlauf der Entfarbung der gefdarbten Lésung bei 

verschiedenen Temperaturen. 

Die einmal entwickelte Farbe bleibt, wie Tabelle II zeigt, bei 0° 
bis 10° iiber viele Stunden unverandert, wahrend sie bei 26° nach 
2 Stunden zu verblassen anfingt, bei héherer Temperatur als 30° schon 
innerhalb einer Stunde. Es ist deshalb ratsam, die gefarbte Lésung, 
wenn man sie nicht sofort miBt, kalt zu halten. 


Tabelle II. 


Zu 3,0 ecm 4,32 mg®%iger Ascorbinsiéure (in 2° iger HPO.) wird Methanol, 

Puffer und Jodessigséure wie in Tabelle I zugesetzt — 40°, 5 Minuten 

> 1,0cem Folin-Reagens — 40°, 12 Minuten, — x2 Stunden bei verschiedenen 
Temperaturen — photometriert. 





Nach Std. »C 10°C 20° ¢ 30° ¢ 40° C 


0,390 0,390 0.390 0,390 0,390 
0,390 0,390 0,390 0,380 0,375 
0,400 0.390 0,385 0,365 0,355 
0,390 0,390 0,380 0,355 0,340 
0,390 0,390 0,365 0,345 0,320 
0,390 0,385 0,385 0,340 0,300 


Biochemische Zeitschrift Band 300. 10 
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Versuch 3. Stabilitat der Ascorbinsdure in der methanolhaltigen 


Metaphosphorsdurelésung. 


Die Stabilitat der Ascorbinséure ist in der methanolhaltigen Meta 
phosphorséurelésung etwas kleiner als in methanolfreier Lésung. Inner. 
halb einer Stunde ist sie bei 0 bis 40° unverandert. Bei Zimmertempe- 
ratur ist die Abnahme innerhalb 3 Stunden kaum wahrnehmbar (‘Ta- 
belle LIT). Wenn man die Lésung noch langer aufbewahren will, ist es 
besser, sie anaerob zu halten. 


Tabelle III. 
3 ccm 2% ige Metaphosphorséurelésung + 1 cem Methanol — Ascorbinsaure 
zu 3,17 mg%% gelést — bei Zimmertemperatur (15 bis 18,5°) 2 Stunden stehen 
gelassen —> photometrieren. 





Nach Stunden Extinktion Nach Stunden Extinktion Nach Stunden Extinktion 


0 0,390 ’ 0,385 4 0,380 
1 0,390 : 0,385 5 0,380 


Versuch 4. EinfluB des Methanolzusatzes auf die Extinktion. 

Wie Tabelle IV zeigt, hat der Zusatz des Methanols keinen Einflu} 
auf die Extinktion. Die Volumenanderung durch Methanolzusatz kommt 
praktisch kaum in Betracht. Bei Zusatz von Methanol zu 25 Vol.-°, 
ist aber die Extinktion zur Berechnung der Ascorbinséiuremenge mit 
4’, zu multiplizieren. 

Tabelle IV. 
3cem x2mg%ige Ascorbinséure (in 2° ,iger HPO,) + 1,0cem Methanol 
bzw. 2% ige HPO, + 2,0cem Phosphatpuffer + 1,0 cem Monojodessig 
saure — vorschriftsmaBig bestimmt. 





Extinktion bei Zusatz von 
mg°)/, Ascorbinsiéiure 
Methanol Metaphosphorsiiure 


11,92 1,100 1,100 
5,96 0,550 0,550 
2,98 0,275 0,275 


1,99 0,140 0,140 


2. Ist es nétig, zur EnteiweiBung auBer Metaphosphorsiure noch 


andere Siuren zuzusetzen? 


Bei der EnteiweiBung der Gewebe darf man nicht zuerst das Wasser 
zusetzen, sie zerreiben und dann die Metaphosphorséure zufiigen 
Bei tierischen Geweben tritt bei dieser Arbeitsweise Hamolyse ein und 
die vorhandene Ascorbinsiure wird nach der EnteiweiBung oxydiert'. 


! Dariiber soll in einer besonderen Arbeit ausfiihrlich berichtet werden 
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wahrend die Ascorbinséure bei den pflanzlichen Geweben durch die 
vorhandene Ascorbinsiéiureoxydase oxydiert wird, wodurch bedeutend 
niedrigere Ascorbinsaurewerte gefunden werden. Deshalb mu® man 
die Gewebe zuerst in starker Saure verreiben und nachher das Wasser 
gufiigen. Manchmal ist das mit Metaphosphorsaure enteiweibte Filtrat 
mehr oder weniger getriibt. Um ein klares Filtrat zu bekommen, ist, 
wie schon erwahnt, Methanol zuzusetzen. Die gefundenen Werte sind 
aber dieselben wie in einem triiben Filtrat ohne Methanolzusatz. In der 
Triibung selbst ist keine jodverbrauchende Substanz nachweisbar. .Wusu- 
linund King* haben die von uns hervorgehobene stabilisierende Wirkung 


der Metaphosphorsiure bestatigt, aber sie haben als EnteiweiBungs- 


mittel ein Gemisch von 2 °,, Metaphosphorsaure -» 8 °,, Trichloressigsaiure 
angegeben, wahrend Glick? ein solches von 2°,, Metaphosphorsaure in 
n H,SO,empfahl. Nach unseren Versuchen ist die 2 °,ige Metaphosphor- 
siure, wenn man vorschriftmakig arbeitet und das Gewebe zuerst in 
5°,iger Metaphosphorsdure verreibt und nachher mit Wasser versetzt, 
zur Abschwachung der Ascorbinséiureoxvdase ausreichend. Die ge- 
fundenen Ascorbinsaurewerte werden nach weiterem Zusatz von H,SO,, 
Essigsiure oder Trichloressigsiure nicht héher und die gewonnenen 


Tabelle V. 
rg Gewebe + 4 x2 cem 5 %ige HPO,, 5°%ige HPO, + 20% ige CClCOOH, 
haw. 5°%ige HPO, + 2,56n H,SO,— mit Seesand verrieben — + 5 x cem 
Wasser —+ zentrifugiert —> in der iiberstehenden Fliissigkeit (1: 10) wird 
der Ascorbinséuregehalt mit 2,6- Dichlorphenolindophenol! bestimmt. 
A:2% HPO, B: 2% HPO, + 8% CCl,COOH, C: 2% HPO, + n H,S0O,. 





Ascorbinsiiuregehalt 
im Gewebe Eigenschaften des Filtrats 
in mg®/, 


Ent- 


Gewebe ‘ aa 
eiweibung 


, fast wasserklar 
Spinat (Blatt) 222, maBbig getriibt 
| f leicht getriibt 
Blumenkohl (Blumen) 86,0 maBig ,, 
| C 86,0 stark ,, 
| / i} B- fast wasserklar 
Kartoffel (Knolle) ... 11,2 mabig getriibt 
11,2 fast wasserklar 
. 31,5 gelblich, maBig getriibt 
Leber (Rind) 32,0 re fast klar 
32,0 a stark getriibt 
40,0 wasserklar 
Milz (Rind) 42,0 gelblich, klar 
C 43,0 e sehr stark getriibt 


' J. of biol. Chem. 116, 409, 1936. — ? Ebenda 245, 211, 1937. 
10* 
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Filtrate sind in den meisten Fallen! mit Metaphosphorsdure allein am 
klarsten. Wir glauben daher nicht, daB ein weiterer Zusatz von Saur: 
vorteilhafter ist. Einige Beispiele werden in Tabelle V angefiihrt. 


3. Priifung bei konzentriertem Filtrat. 


3ei unserer Methode muB das enteiweibte Filtrat des ascorbinsaure 
armen Gewebes méglichst konzentriert sein. Bei der Berechnung wurc 
dabei angenommen, da} die Ascorbinséiure sowohl im Niederschlag wie 
in der iiberstehenden Fliissigkeit gleichmaBig verteilt ist. Diese Frage 
spielt in solchen Fallen kaum eine Rolle, in denen der Niederschlag im 
Vergleich zum Fliissigkeitsvolumen relativ gering ist, wie bei einer mehr 
als zehnfacher Verdiinnung. Bei drei- bis fiinffacher Verdiinnung 
hingegen macht der entstehende Niederschlag verhaltnismaBig viel aus 
Um festzustellen, welcher Fehler dadurch entsteht, haben wir zusitz 
lich Versuche angestellt und gefunden, da die Annahme einer gleich. 
maBigen Verteilung der Ascorbinsaiure praktisch richtig ist (Versuch 5). 


Versuch 5. 

Zu xg Rinderleber werden 1,2 xeem 5%ige HPO, bzw. 23,4 mg°® 
Ascorbinsaéure (in 5% iger HPO,) zugesetzt. Nach dem Verreiben wird 
0,8 «cem Wasser zugesetzt und zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissig 
keit ist also dreifach verdiinnt. Andererseits wid zu 2g Gewebe 2 2 cem 
5%ige HPO, bzw. 23,4mg% Ascorbinséure (in 5°%iger HPO,) und 
weiter 2 xecem Wasser zugesetzt. Man bekommt dadurch ein fiinffach ver 
diinntes Filtrat. Durch Kolorimetrieren erhalt man die Werte der Ta 
belle VI. Bei gleichmaBiger Verteilung der Ascorbinséure miiBte’ die zu 
gesetzte Ascorbinsiure vollkommen wiedergefunden werden, was nac! 
Tabelle VI tatsachlich der Fall ist. Dasselbe wird auch bei der Bestimmuny 


des Gesamtvitamins C gefunden. 


Tabelle VI. 





Bian Gefundener Ascorbinsiiuregehalt in mg°/o Zugesetzte Ascorbinsiure 
Verdiinnung des vt aaa : é 
Filtrats ohne Zusatz mit Zusatz gefunden berechnet 


5,97 15,25 9,28 9,35 


ome 


3,56 12,92 9,36 9,36 


4. Wird die Dehydroascorbinsiure im metaphosphorsauren Auszug 
durch Durehleiten yon H,S vollkommen reduziert? 


Es wurde in der Literatur haufig mitgeteilt, dafs der Gesamtgehalt 
an Vitamin C nach Durchleiten von H,S im 2°%,igen metaphosphor 

' Je nach dem Gewebe nicht immer dasselbe. Bei Leber wird das 
Filtrat durch Zusatz von Trichloressigsiiure etwas klarer. Bei den bhi 
reichen Organen ist das Filtrat immer beim Zusatz von Metaphosphorsiiu: 
allein am klarsten. 





Saur 


rt. 


saure 
wurde 
ie Wie 
Frage 
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mune 
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sauren Filtrat bestimmt werden kann. Es sind aber keine Versuche 
angegeben worden, aus denen zu ersehen ist, daB die zugesetzte De- 
hydroascorbinsaure tatsichlich dabei vollkommen reduziert wurde. In 
einem von uns durchgefiihrten Versuche wird die Dehydroascorbin- 
siure in 2°,iger Metaphosphorsaiure nicht mehr als zu 80°, reduziert, 
auch wenn die mit H,S gesattigte Lésung tiber Nacht stehengelassen 
wird, wahrend sie nach unserer Vorschrift! immer 100 °,ig wieder- 
gefunden wird. Die Reduktion ist aber vom py abhangig. Bet einem 
py tiber 6,0 wird Dehydroascorbinsaiure durch H,8 allein vollkommen 
reduziert, je saurer aber das py wird, desto unvollstandiger wird 
die Reduktion durch H,8 allein. Als Beweis mégen folgende Versuche 
dienen. 
Versuch 6. Reduktion der reinen Dehydroascorbinsaure 


durch HS. 


Zu 25,0cem 57,4 mg°%iger Ascorbinsaéurelésung (in 2°,iger HPO.) 
werden etwa 5 mg Platinschwarz zugesetzt, hierauf wird be: 20° 5 Minuten 
lang Sauerstoff durchgeleitet. Es wird zentrifugiert; die itiberstehende 
Fliissigkeit verbraucht kein Jod. 

a) Diese Lésung wurde mit dem gleichen Volumen 2 °,iger Metaphos 
phorsiure versetzt und nach Sattigung mit H,S wird sie unter H,S tiber 
Nacht stehengelassen. Nach Vertreiben des Schwefelwasserstoffs wird sie 
mit der Indophenolmethode bestimmt. 

Gefunden: 21,6 mg®,. Berechnet: 28,7 mg®,. Keduziert: 75%. 

b) Die Fliissigkeit wurde mit dem = gleichen Volumen 16 °,iger 
CClLCOOH + 2% iger HPO, versetzt und entsprechend behandelt. 

Gefunden: 16,8 mg®,. Berechnet: 28,7 mg®,. Reduziert: 58°. 

ce) Die Fliissigkeit wird mit dem gleichen Volumen 2 n H,SO, 2 °piger 
HPO, versetzt und ebentalls behandelt. 

Gefunden: 14,2 mg®,. Berechnet: 28,7 mg®,. Reduziert: 49°%,. 


Die Reduktion ist also um so geringer, je saurer das py wird. 
Mit Dehydroascorbinsiure, die aus Ascorbinséiure durch Oxydation 
mit Jod hergestellt ist, bleiben die Resultate im groBen und ganzen 


dieselben. 


Versuch 7. Reduktion der Dehydroascorbinsdure durch HS 


in Extrakten von Milz und Knochenmark. 


Wie schon von uns! hervorgehoben wurde, ist der Gehalt an De- 
hvdroascorbinsaure bei tierischen Geweben in Milz und Knochenmark 
im gréBten. Wir haben daher mit diesen Geweben folgende Ausziige 
hergestellt und gepriift: (1) 2°,iger Metaphosphorsdureextrakt. (2) Der- 
selbe mit H,S gesattigt und iiber Nacht stehengelassen. (3) Derselbe 
vor dem Durchleiten des Schwefelwasserstoffs nach unserer Vorschrift 


' Fujita u. Ebthara, diese Zeitschr. 290, 192, 1937. 
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mit HCl, Hg-Acetat, Na-Acetat und Pb-Acetat versetzt und weite: 
behandelt. Wie die Ergebnisse von Tabelle VII zeigen, ist die Redukt io) 
bei (2) immer kleiner als bei (3). 


Tabelle VII. 





Gefundener Ascorbin- 
Organe Behandlung siiuregehalt im Gewebe 
in mg? /y 


0), gefunden 


(1) { 67 

Milz (Rind) (2) 29,5 70 
(3) 100 

| (1) 3,25 63 

Knochenmark (Kaninchen) (2) 5,03 97 
(3) 5,20 100 


Versuch 8. Abhangigkeit der Reduktion der Dehydroascorbinsiur 
durch H,S vom pu. 


Zu 40 cem 9,18 mg°%oiger Ascorbinséurelésung (in 2,28 % HPO,) werde: 
10mg Platinschwarz zugesetzt und im Wasserbad von 20° 5 Minuten lang Saue1 
stoff durchgeleitet ; die abzentrifugierte Fliissigkeit verbraucht kein Jod. Zi 
4,0 cem dieser Lésung werden verschiedene Mengen n NaOH bzw. n H( 
zugesetzt und mit Wasser auf 4,56 cem aufgefiillt. (Die Endkonzentratior 
der Metaphosphorséaure ist dann 2%.) Diese Lésung wird mit H,S gesiittigt 
und iiber Nacht stehengelassen. Nagh Entfernung des H,S wird angesiiuert 
und der Ascorbinsaéuregehalt jodometrisch bestimmt. Die Resultate finde: 
sich in Tabelle VIII. 

Tabelle VIII. 





PH Gefunden in mg®/g °/o reduziert Pu Gefunden in mg®/9 °/9 reduziert 


6,0 8,05 100 3,1 6,56 
5,1 7,70 96 ae 5,58 


4,0 7,46 93 1,5 5,15 


Zusammenfassung. 


1. Getriibte enteiweibte Filtrate k6nnen durch Zusatz von Methano! 
geklart werden. Die Bestimmungsvorschrift und VorsichtsmaBregeln 
werden mitgeteilt. 

2. Bei der EnteiweiBung ist es bei den meisten Geweben iiber 
fliissig, auBer Metaphosphorsiure noch Trichloressigsiure oder Sulfo 
salicylsaure zuzusetzen. 

3. Dehydroascorbinsiure wird in Metaphosphorséure oder anderer 
Saure durch bloBes Durchleiten von H,S und Stehenlassen iiber Nacht 
nicht vollstandig reduziert. Die Reduktion ist vom px abhangig: sie 
wird bei pu-Werten tiber 6,0 vollstandig. Je saurer das py, desto ge- 
ringer wird die Reduktion. 
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Cher die Verteilung des Vitamins € 
in tierischen und pflanzlichen Geweben. IL. 
Von 
Akiji Fujita und Tsutomu Ebihara. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 


(Eingegangen am 17. Oktober 1938.) 


In der ersten Mitteilung ! haben wir iiber die Verteilung des Vitamins C 
in verschiedenen tierischen und pflanzlichen Geweben berichtet. Hier 
sollen die Ergebnisse weiterer Untersuchungen mitgeteilt werden. Die 


Bestimmungsmethoden sind schon ausfiihrlich beschrieben worden * ®. 


Die Existenz der ,,esterartig gebundenen Ascorbinsaure*', deren Vor- 
handensein schon von vielen Autoren? behauptet wurde, scheint uns 
noch nicht zwingend erwiesen; auf jeden Fall wiirde die ,,gebundene 
Ascorbinsaéure** bei unseren Messungen mitbestimmt werden. 


1. Vitamin © in Frauenmileh. 


Wir haben von 41 Fallen bei Muttermilch (sowohl Colostrum als 
auch Dauermilch) den Vitamin C-Gehalt bestimmt und gleichzeitig 
die Arakawasche Reaktion‘‘® gepriift. Wie die Ergebnisse von Tabelle I 


Tabelle I. Vitamin C in Frauenmilch. 





vom Gesamt- 


Vitamin C-Gehalt in mg®/,) Vitamin C 


Arakawasche Reaktion Fille 


reduziert insgesamt reduziert oxydiert 


Negativ : 5,55 5,54 100 0 
(1,95—8,86) | (1,95 —8,86) 

Schwach positiv 8 4,18 1,59 90 10 
(2.71—6,50) | (3,10 —7,84) 

Mittel stark positiv .. 3,82 4,75 
(1,74—5,15) (2,00—6,10) 

Stark positiv . 2,68 4,65 
(1,62—4,55) | (2,17—9,56) 


1 Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 201, 1937. — 2 Dieselben, 
ebenda 290, 182, 192, 1937. — 3 Dieselben, ebenda 290, 201, 1937. — 4 Ahmad, 
Biochem. J. 29, 275, 1935; Nature 136, 797, 1935; Me Henry u. a., Biochem. 
J. 29, 2013, 1935; 32, 85, 1938; Scarborough u. Stewart, ebenda 31, 2232, 
1937; Nature 142, 40, 1938; Guha u.a., ebenda 137, 946, 1936; 1389, 844, 
1937; 141, 974, 1938. — * Arakawa, Tohoku J. Exp. Med. 16, 83, 97, 107, 
1930. Die Arakawasche Reaktion ist die modifizierte sehr empfindliche 
Benzidinreaktion auf Peroxydase. 
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zeigen, ist der Ascorbinsduregehalt um so kleiner, je starker die 
Reaktion ist. 
umso gréBer, je stirker die Reaktion ist. 
Arbeit behandelt werden (vgl. Ebihara}). 
die Untersuchungen von Sannomiya und Tomoi?, sowie Kasahara® und 


Der relative Gehalt an Dehydroascorbinsaéure dageven 
Dies soll in einer besonderey 
Diese Ergebnisse bestativen 


Taniguchi. 


2. Vitamin © in Gemiisen. 

In Tabelle If werden die Ergebnisse bei 13 verschiedenen Gemiise- 
arten angefiihrt. Hier ist der Gehalt im Spinat sehr hoch im Gegen 
satz zu einer friiher mitgeteilten Messung®. 
da der Ascorbinsduregehalt sehr weitgehend von der Kultur und dem 
Zeitpunkt der Ernte abhangig ist. Bei Blattern ist im Mesophyll immer 
viel mehr Vitamin C enthalten als im Nerventeil. 


Daraus ist es zu ersehen 





Tabelle II. 


Vitamin C in Gemiisen. 





Gewebe 


Blumen: 


Vitamin C- 


Gehalt in mg 


redu- ins- 
zieit gesamt 


°lp Vom 
Gesanit- 
Vitamin ¢ 


redu- x 
ziert liert 








132,5 5d 


Blumenblatter 73,2 f 
103.0 53 


Blumenstiel 54,5 


Blatt: 
Mesophyll 116 | 135,5 86 
Nerven 68 67,8 

Blatt: 
Mesophyll 115.5 174,0 
Nerven 10,4 104 


Blatt: 
Mesophy!l 61,7 61,0 
Nerven 44,6 45,0 

Blatt: 
Brassica campestris var. Santoo- | griin 85,3 98,6 
hakusai gelb 39.8 58.3 
Nerven 9,5 9,1 


Brassica oleracea var. botrytis 


Spinacia oleracea 


Brassica campestris var. Akana 


Araha cordata SpréBling 0 2 
Phyllotachys mitis............ = 0 9,4 
Pteridium aquilinum 9 0.8 0,8 
Cynara scolymus Blumen 19,5; 19,5 
Asparagus officinalis SpréBling 16,7 16,6 
Hut 10,2 17,8 


Cortinellus Shiitake Stengel 29 1138 


2 Seiikai-Zasshi, 55, 2085. 
+ Jika-Zasshi, 426, 139, 1935 


' Ebihara, J. of Biochem. (im Druck). 
1936. 3 Jikken-Iho, 21, 1121, 1935. 
5 Fujita u. Ebihara, |. e. 
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3. Vitamin € in Obst. 
In Tabelle III befinden sich die Ergebnisse von 11 Obstarten. 
Bei den Orangenarten ist es sehr auffallend, da} das Vitamin C im 
Exocarp, und zwar in der Oldriisenschicht besonders reichlich enthalten 
ist. Im PreBsaft ist der Gehalt ziemlich klein, etwa ebenso groB wie 
im Endocarp. 


niise. Tabelle II]. Vitamin C in verschiedenen Obstarten u. dgl. 





fen 
} rs : Oi ve 
her Vitamin C- as Bg 
— Gehalt in mg® \ eae 
Gewebe itamin ¢ 
den 
redu- ins- redu- OXYV- 
— ziert gesamt = ziert diert 


Oldriisenschicht 312 312,5 100 
Citrus Aurantium var.decumana Mesocarp 162,5 181,0 90 
| PreBsaft 2 42 | 100 


Exo- und Meso- 68.4 100.5 68 

Citrus Aurantium subsp. nobilis carp 
var. pooneusis | Endocarp 11,6 62,1 67 
PreBsaft 30,3: 35,3 100 


‘ . «1. Exo- und Meso- 2, 60,8 5 
Citrus Aurantium subsp. nobilis : 


var. japonica | -—? 
— os 7 { Fruchtfleisch : 2 81 


| Oldriisenschicht 
Mesocarp 


Citrus grandis f. Buntan Endocarp 


PreBsaft 

Exo- und Meso- 
carp 

Endocarp 

PreBsaft 


Citrus Aurantium subsp. nobilis 


Exo- und Meso- 
carp 

Endocarp 

PreBsaft 

Haut 

Fleisch 


Haut 


Cydonia sinensis . as 
: Fleisch 


Citrus medica subsp. Limonum 


Pranus Cerasua..........3.. 


25.6 
Fragaria grandifolia Frucht 74,0 8 
Juglans Sieboldiana Endosperm 0 


Haut 96,6 116.5 83 
Fleisch 63,6 70,0 9] 


5,3 
1.3 
Papava 


4. Vitamin € in Meeresalgen. 


In der ersten Mitteilung ist der Vitaminreichtum der trockenen 
Porphyra hervorgehoben worden, die bei uns gern gegessen wird. Wir 
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haben nunmehr verschiedene Arten der Alge gepriift. Wie sich au 
Tabelle LV ergibt, war diesmal nur sehr wenig Ascorbinséure nachweis 
bar. Ks zeigt sich also, da} der Ascorbinsaéuregehalt je nach den Be 
dingungen der Herstellung und Aufbewahrung sehr weitgehend ver. 
schieden ist. Die anderen trocken eBbaren Algen enthalten auch nu 
sehr wenig Vitamin. 


Tabelle IV. Vitamin C in Meeresalgen (Trockenpraparat). 





Vitamin C-Gehalt ® 9 vom Gesamt 
in mg?), Vitamin (¢ 


reduziert iusgesamt reduziert oxydier 


19,5 é 94 

98 

Porphyra tenera 93 
Enteromorpha compressa 2%, 0 
Ulopteryx pinnatifida 1} 0 
Laminaria japonica i 


5. Vitamin € in sonstigen Nahrungsmitteln. 


Kinige Bestimmungen bei mehreren anderen Nahrungsmitteln 
werden in Tabelle V angefiihrt. Die Muschelarten enthalten sehr 
wenig Vitamin C, desgleichen Backerhefe. In frisch gemahlenem Kaffee 
ist eine maBige Menge Vitamin C’ vorhanden. 


Tabelle V. 





Vitamin C-Gehalt °', vom Gesamt- 
in mg®/o Vitamin © 

reduziert insgesamt reduziert oxydiert 

Auster 3,5 100 
Cytherea meretrix ; 8,3 78 

Holothuria edulis ( 
Backerhefe 1.6 0 
56,0 0 
61,0 0 
Senf (Pulver) 15,3 100 


1d 


Kaffee (frisch gemahlen) 


6. Vitamin € in Blumenblittern. 


In manchen Blumenblittern sind bedeutende Mengen Vitamin ( 
enthalten. In Tabelle VI finden sich einige Beispiele. 


¢. Vitamin € in Blittern. 
Wie schon in der ersten Mitteilung hervorgehoben, findet sich in 


den griinen Blattern im allgemeinen relativ sehr viel Vitamin C. Wir 
haben verschiedene Blatter untersucht und einige Beispiele vitamin 
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Tabelle VI. Vitamin C in Blumenblattern. 





Vitamin C-Gehalt ® 9 vom Gesamt- 


in mg°/, Vitamin C 
reduziert insgesamt reduziert oxydiert 


1 nu 


Gladiolus gandavensis............. 136.5 136,0 100 0 
Nelumbo nucifera ng 107.5 134,5 80 20 


Lilium curatum (weib) 58,5 76,5 7 2 
| wei} 18,7 44 76 24 


Iris Kaempfeli | winless 9.8 14 Q6 


») 
Hydrangea opuloides var. Otaksa . . 61,0 1,5 85 15 
Dahlia variabilis 55,3 10,0 79 2] 
WOU ces. 28,8 38,3 75 75 
| rot 45,1 55,6 81 19 
Cosmos bipinnatus 29,3 38,2 7 23 


Dianthus caryophyllus 


reicher Blatter in Tabelle VII angefiihrt. Wie man daraus ersieht, 
gibt es zahlreiche Arten, die viel mehr Ascorbinsdure enthalten als 
ungarischer Paprika, auf dessen hohen Vitamingehalt bekanntlich Szent- 
Gyorgy zuerst hingewiesen hat (vgl. auch Wieters?). 


Tabelle VII. Vitamin C in Blattern. 





Ascorbinsiiuregehalt ©, vom Gesamt- 
in mg? Vitamin C 


reduziert insgesamt reduziert oxydiert 


Gladiolus gandavensis............. 293 1055 28 
325,0 752,0 43 
209,0 362,0 58 
Morus alba 229 243 94 
Iris Kaempfeli 148 195 76 
Prunus Persica 194 195 
Nelumbo nucifera 156 194,5 
Pasania cuspidata 158.5 193 
Thea sinensis 107,5 188 
Populus Sieboldii 136,5 186 
Vitis vinifera 179.5 174 
Prunus yedoensis 123 153 
Salix babyronia 13,5 147,5 
Glycine Soja 97.8 129 

64,2 62,6 
la 124,0 125,0 
Lilium curatum 26.8 104 
Parthenocissus tricuspidata 20,3 99 
Fatsia japonica Bes 39 85,5 


Diospyros Kaki 


Pinus Thunbergii 


1 Wieters, Mercks Jahresber. 1935. 














Flavinsynthese durch Tuberkelbazillen. 
Von 


F. Rohner und F. Roulet. 
(Aus der Pathologisch-anatomischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1938.) 


In gewohnlichen Kulturen von Tuberkelbazillen auf festen Nahr- 
béden kann man oft die Entwicklung gelbrétlicher oder hin und wieder 
tieforangeroter Kolonien feststellen; diese Kolonien lassen sich weiter 
auf frische Nahrbéden iiberimpfen, ohne daB aber aus ihnen ,,gefarbte™ 
Stimme rein geziichtet werden kénnten. Es gelingt einigermaBen aus 
jedem humanem Tuberkelbazillenstamm derartige Kolonien zu isolieren, 
wenn man die Petroffsche Dissoziationsmethode (1) {[Modifikation nach 
B. Besta (2)| anwendet. Ferner ist anlaBlich der Untersuchung des so- 
genannten ,,Kieler‘*-Stammes, der in der Aufkléarung der Liibecker 
Katastrophe eine groBe Rolle gespielt hat, eine Besonderheit aufgefallen 
nimlich die Vergriinung des fliissigen Sauton-Nahrbodens; es handelt 
sich hierbei um eine intensiv leuchtende Griinfarbung mit leichter 
Fluoreszenz (3). Dieser ,, Vergriinungseffekt*‘ ist bis jetzt nur von wenigen 
humanen Tuberkelbazillenstimmen erzielt worden. Wenn humane 
Tuberkelbazillen auf Glycerinbriihe oder auf ,,synthetischer** Nahr- 
fliissigkeit (z. B. nach Long, Lockemann) geziichtet werden, bildet sich ein 
weibliches, hin und wieder leicht gelbliches, cremefarbenes Hautchen. 
Nach Extraktion mit Alkoholather bildet die Bakterienmasse einen 


weiben Bodensatz, wogegen die Extraktionsfliissigkeit leicht strohgelb 


gefairbt ist. R.J. Anderson und seine Mitarbeiter (4) haben gezeigt, dab 
diese Farbe nach Eindampfen der Fliissigkeit an Intensitat zunimmt. 
sie erreicht ein tiefes Rot. Dieses Pigment, welches im acetonléslichen 
Fett enthalten ist, ist Gegenstand mehrerer Untersuchungen gewesen, 
es wurde von Anderson Phthiocol genannt und konnte synthetisch 
hergestellt werden. Es handelt sich um Methyloxynaphthochinon. In 
seinen Untersuchungen iiber die Fluoreszenz von Bakterien hat 
Ch. Dhéré (5) nachgewiesen, daB humane Tuberkelbazillen sowie BCG-Ba- 
zillen ein konstantes Koproporphyrinspektrum erkennen lassen, eine 
Erscheinung, die fiir die ganze Gruppe der séurefesten Stabchen charakte 
ristisch zu sein scheint, da auch die sdurefesten Saprophyten, wie 
Smegma- oder Timothéegras-Bazillen, dasselbe Spektrum aufweisen 
Das Phthiocol zeigte ein Fluoreszenzspektrum nur in reduziertem 
Zustande, so daB Dhéré zur Auffassung kam, dab das Spektrum des 
Pigments bei der spektralanalytischen Untersuchung lebender Bakterien 
nicht mitspielt. 





Naihr- 
ieder 
veiter 
rbte® 
1 aus 
eren. 
nach 
SQ)- 
ecker 
ullen 
ndelt 
chter 
nigen 
mane 
Vahr- 
h ein 
then 
-inen 
igelb 
dab 
nmt, 
chen 
esen, 
tisch 
In 
hat 
-Ba- 
eine 
ikte 
wie 
isen 
rtem 
des 


rien 


Flavinsynthese durch Tuberkelbazillen. 149 


Bei einer Untersuchung tiber den Proteingehalt von Tuberkelbazillen 
sind wir auf Befunde gestoBen, die es fiir méglich halten lieBen, dab 
neben dem Koproporphyrin in den Tuberkelbazillen auch noch Flavin: 
enthalten sind. 

Aus Untersuchungen der letzten Jahre wei’ man, daB die Flavine 
eine in der organischen Natur weitverbreitete Kérperklasse darstellen, 
und da man hierbei zwischen einem primaren und einem sekundaren 
Vorkommen unterscheiden kann. Es sind zum Beispiel tierische Or- 
yanismen, jedenfalls héher organisierte, zum selbstandigen Aufbau von 
Flavinen nicht befahigt, sondern auf bestimmte, als lebensnotwendige 
Wirkstoffe fungierende Glieder dieser Kérperklasse angewiesen; das 


im menschlichen Kérper vorhandene, fiir die regelrechte Entwicklung 
des Organismus verantwortliche Lactoflavin (Vitamin B,) stammt aus 


Pflanzen (6), die als die Hauptbildner dieses Stoffes angesehen werden. 
Von groBbem Interesse ist ferner die Svnthese von Flavinen durch 
Mikroorganismen, z. B. durch Hefepilze, Milchsiurebakterie (7) (8) und 
wie neue Untersuchungen es wahrscheinlich gemacht haben, durch 
Diphtheriebazillen. 

Bei allen Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung 
von Bakterien ist es angezeigt, als Ausgangsmaterial eine Bakterien- 
masse zu gewinnen, die auf einem ,,synthetischen** Nahrboden von genau 
bestimmter und méglichst einfacher Zusammensetzung geziichtet 
worden sind. Von anderweitigen Untersuchungen her stand uns eine 
Probe boviner Tuberkelbazillen zur Verfiigung, die dieser Forderung 
entsprachen. Sie hatten sich auf Lockemannscher Nahrlésung ent- 
wickelt. Diese enthalt neben anorganischen Salzen Glycerin als Kohlen- 
stoff- und Asparagin als Stickstoffquelle. Tuberkelbazillen sind nun 
von einer Wachshiille umgeben, der sie eine gewisse Resistenz gegen 
chemische Agentien verdanken. Es ist deswegen bei chemischen Unter- 
suchungen in jedem Falle angezeigt, die Bazillenmasse zuvor durch 
Extraktion mit Alkohol und Ather gewissermaBen aufzuschlieBen. 
Auf 100 g Bazillen-Trockengewicht werden dabei 15 bis 20 g fett- und 
wachsartige Substanzen gelést. Eine willkommene Nebenwirkung 
dieser Operation ist die Abtétung und damit Aufhebung der Infektions- 
gefahr bei der Weiterverarbeitung. Eine Abtétung der Bazillen durch 
Wiarmebehandlung verbot sich in unserem Falle wegen der Empfindlich- 
keit der Flavine. Es lagen also die von ihren alkohol-atherléslichen 
Anteilen befreiten Leibessubstanzen der Bazillen im Gewicht von 45 g 
vor. Weder hohe Temperaturen noch radikal wirkende chemische 
Agentien waren zur Anwendung gelangt, so daB die in den lebenden 
Bazillen urspriinglich vorhandenen Komponenten ungeschadigt erhalten 
waren, Zur Extraktion der wasserléslichen Anteile wurde die Bazillen- 
masse von 45 g in etwa 600 ccm Wasser suspendiert und unter gelegent- 
lichem Umschiitteln 2 Tage stehengelassen. Durch eine Filtration 
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konnte jetzt eine intensiv gelb gefarbte Lésung abgetrennt werde: 

Der Riickstand wurde in derselben Weise noch zweimal mit Wasser 
extrahiert. Die vereinigten Filtrate nahmen ein Volumen von 1650 cem 
ein. Die gelb gefarbte Lésung zeigte unter der Analysenquarzlampe 
eine intensive Griinfluoreszenz. Zur Feststellung und mengenmabBigen 
Abschatzung des Flavingehalts dieses wasserigen Extrakts zogen wir 
das Verfahren von O. Warburg und W. Christian (9) heran. Es bestelit 
in einer Uberfithrung der Flavine in Lumiflavine auf photochemischem 
Wege. Die Lumiflavine k6nnen aus der wasserigen Lésung mit Chloroform 
ausgezogen und dann auf Grund ihrer griingelben Farbe kolorimetrisch 
bestimmt werden. Die photochemische Erzeugung chloroformléslicher 


Lumiflavine ist eine héchst charakteristische Reaktion, die sich aber 
nicht auf alle Flavine erstreckt. Es gibt einzelne Flavine, die keine 
chloroformléslichen Photoprodukte liefern. AuBerdem kann die Um- 
setzung auch bei den iibrigen Flavinen nicht streng quantitativ durch- 
gefiihrt werden. Es wird ein Teil des Flavins zerstért. Die quantitative 
Auswertung liefert also nur eine untere Grenze fiir die vorhandenen 


Flavingehalte. 

Es empfahl sich, die an Flavin voraussichtlich doch relativ arme 
Léosung zuerst einer Anreicherungsoperation zu unterziehen. 

Zu diesem Zweck wurden 100 cem der oben beschriebenen Lésung 
durch Zugabe von |lecem konzentrierter Salzsiure angesduert und nach 
einer Vorschrift von Koschara (10) durch eine Siule von Floridin XS chro- 
matographiert. Der Durchmesser des benutzten Rohres war 2 cm, die Héhe 
der Floridinbeschickung 4cem. Die Entwicklung des Chromatogramms 
geschah durch NachgieBen von 20 cem n/10 Salzsiure. Unter der Analysen 
quarzlampe konnten die an Floridin adsorbierten Flavine erkannt und de1 
entsprechende Saulenteil herausprapariert werden. Die Elution wurde 
mit Wasser-Pyridin-Essigsaure, Volumverhaltnisse 9: 1 : 0,2, vorgenommen. 
Durch Kinengen im Vakuum, zuletzt unter Zugabe von Baritumcarbonat, 
wurde das Eluat auf etwa 25 ccm konzentriert und von Pyridin befreit. 
Jetzt wurde mit Essigsiure schwach angesiuert und zweimal mit Chloro 
form extrahiert. 

Die derart gereinigte Lésung wurde in eine Petri-Schale gegeben, 
durch Zugabe von 2,5cem 20° iger Natronlauge alkalisch gemacht 
und nun 2 Stunden dem Licht einer 100 Watt-Metallfadenlampe in 
einem Abstand von 12cm ausgesetzt. Nach Ansaiuern der Lésung 
mit Essigsiure wurde das gebildete Lumiflavin durch viermaliges Aus- 
schiitteln mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroformausziige 
wurden mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und durch Eindunsten 
auf dem Wasserbad auf 5cem gebracht. Die kolorimetrische Bestim 
mung im Pulfrichschen Stufenphotometer ergab nun den Lumiflavin 
gehalt dieser Chloroformlésung. Die Durchlassigkeit bei 10,10 mm 
Schichtdicke mit Filter 847 betrug 54,75°,,. Nach Kuhn, Wagner- 
Jauregg und Kaltschmitt (11) betragt der Extinktionskoeffizient einer 
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0.01°, igen Lumilactoflavinlésung in Chloroform k 4.3. Die von uns 
gemessene Lésung enthielt demnach 0.0060 mg Lumiflavin pro cem, 
d. h. insgesamt 0,030 mg Lumiflavin. Das entspricht einer Flavinmenge 
als Lactoflavin berechnet) von 0,045 mg. In dem gesamten wasserigen 
Extrakt von 1650 cem, der aus einer Bazillenmenge im Trockengewicht 
yon 45g gewonnen wurde, waren demnach 0,74 mg Flavin enthalten. 
Der entsprechende Gehalt von 100g Bazillenmasse ware 1,64 mg. 

Es stand uns auBerdem eine Portion ganz gleich geziichteter und 
vorbehandelter Tuberkelbazillen vom Typus humanus zur Verfiigung. 
Die Flavine wurden darin nach derselben, oben beschriebenen Methode 
bestimmt. Es ergab sich ein Gehalt von 1,25mg Flavin pro 100 ¢ 
alkoholatherextrahierter Bazillenmasse, somit rund 25°,, weniger als 
bei den Bazillen vom Typus bovinus. 

Wie oben erwahnt, stellen diese Werte nur untere Grenzen fiir die 
vorhandenen Flavingehalte dar. Modellversuche mit synthetischem 
Lactoflavin zeigten, daB sich bei unseren Verhaltnissen etwa 40 bis 50° ,, 
Flavin der Bestimmung entziehen. Fiir die aus der Bazillenprobe vom 
Typus humanus durch Wasser extrahierten Flavine erhielten wir eine 
obere Grenze, indem wir den wasserigen Extrakt direkt kolorimetrierten 
und unter der Annahme, das die Gelbfarbung ausschlieBlich von Fla- 
vinen herriihre, diese als Lactoflavin berechneten. Wir kamen so auf 
einen Wert von 7,1 mg Lactoflavin pro 100g. Durch Isolierung der 
Lumiflavine waren wir in diesem Falle auf 1,25 mg Lactoflavin ge- 
kommen. Unter der durch die oben erwahnten Modellversuche gerecht- 
fertigten Annahme eines etwa 50° igen Verlustes bei dieser Bestimmung 
ergibt sich, da die Gelbfarbung des wasserigen Extrakts zu etwa !, 
dem Flavingehalt zuzuschreiben war. Die Tatsache, daB neben Flavinen 
noch weitere lichtabsorbierende Substanzen vorhanden waren, erhellte 
uch aus der Fluoreszenz des wisserigen Bazillenextrakts. Sie war 
blaugriin, wahrend reine Flavinlésungen rein griin fluoreszieren. 

Bei einer zweiten Probe boviner Tuberkelbazillen eines anderen 
Stammes verlief die Priifung auf Flavine ganz negativ. Wir zogen die 
Méglichkeit in Erwagung, daB in dieser Probe ein an ein Protein oder 
einen anderen hochmolekularen Trager gebundenes Flavin vorliegen 
konnte. Solche Verbindungen miiBten sich nach Warburg und Christian (7) 
durch mehrtagiges Schiitteln mit Methanol bei 37° spalten lassen. Die 


Vermutung bestatigte sich nicht. Diese Bazillenprobe war demnach 


vollstandig frei von Flavin. 

Ob nun die Stammeszugehérigkeit oder eventuelle schwer kon- 
trollierbare spezielle Verhaltnisse bei der Ziichtung iiber das Auftreten 
von Flavinen entscheiden, ist ungewiB. Es ware denkbar, daB auch 
die schon verschiedentlich beobachteten und nicht immer befriedigend 
erklarten ,, Vergriinungseffekte’’ von auf Sauton-Nahrbéden geziichteten 
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siurefesten Bazillen (12) mit einer Flavinbildung verkniipft waren. \ir 
hoffen, mit dieser Mitteilung zu weiteren Beobachtungen in diesem 


Fragenkomplex anzuregen. 
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Weitere Untersuchungen an einem wachstums- 
und zellteilungsférdernden Stoff in Keimpflanzen'. 
Von 
Friedrich Karl Paulmann. 

(Aus der Abteilung fiir experimentelle Zellforschung am Pathologischen 
Institut der Universitat in Berlin.) 

(Eingegangen am 26. November 1938.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung? war die Wirkung eines in Keim- 


pflanzen enthaltenen Stoffes beschrieben worden, der Wachstum und 


Teilung tierischer Zellen f6rderte. Sein Nachweis wurde mit den 
Methoden der Gewebekultur gefiihrt. Bei der Zugabe dieser Substanz 
zum Nahrmedium von Fibroblastenreinkulturen trat eine Flachen- 
vergroBerung und Vermehrung der Mitosenzahl auf. Die wirksame 
Dosis war dabei so gering, da es unwahrscheinlich war, da das ge- 
steigerte Wachstum etwa auf verbesserte Ernahrungsméglichkeiten 
infolge des Zusatzes zuriickgefiihrt werden kénnte. Vielmehr mute 
man in den Keimpflanzen einen Faktor annehmen, der Wachstum und 
Teilung der Zellen in katalytischer Weise zu steigern vermochte. 

Diese Substanz war in einem Auszug mit Tyrodelésung der im Va- 
kuum getrockneten Keimpflanzen enthalten. Ferner lief sie sich im 
PreBsaft nachweisen, aus dem sie durch Alkoholfallung und nach- 
folgende Extraktion mit Tyrodelésung angereichert werden konnte. 

Uber die Natur des Faktors waren noch keine naheren Angaben 
méglich. Die Komponente schien an ein Globulin locker gebunden und 
war nur begrenzt haltbar. Eine Identitat mit bekannten Biokatalysa- 
toren ergab sich nicht. 

Das Vorkommen dieser Substanz beschrankte sich nach den bis- 
herigen Feststellungen beim Mais auf den Halm, bei Sonnenblumen auf 
die Keimblatter. Im ungekeimten Samen war sie tiberhaupt nicht 
nachzuweisen. 

Nach diesen vorlaufigen Ergebnissen war es von groBbem Interesse, 
an eine Isolierung des Stoffes heranzugehen. Ein solcher Versuch 
erschien besonders deshalb nicht aussichtslos, weil es sich bald gezeigt 
hatte, daB es sich bei dem Faktor nicht um einen EiweiBkérper handelte. 


1 Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzte die Arbeit durch 
Gewahrung eines Stipendiums. — ? Arch. f. exper. Zellforsch. 20, 253, 1937. 
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Die Testmethode. 


Als Testverfahren wurde die Mitosenzihlung gewahlt. Die } 
dingtheit der ermittelten Zahlen und ihre Fehlergrenzen wurde; 
bereits in meiner friiheren Mitteilung untersucht: durch die neuerdings 
angewandte Feulgen-Reaktion zur Farbung der Kulturen haben die 
Ergebnisse erheblich an Treffsicherheit gewonnen. 


In seiner Ausfithrung sah der Test nun folgendermaBen aus: 

Fibroblastenreinkulturen gleicher Passage, die vorher in tibliche; 
Weise in Hiihnerplasma und Embryonalextrakt vorgeziichtet worden ware: 
werden geteilt und von den Hialften jeweils die eine den Versuchs- die ander 
den Kontrollbedingungen unterworfen. D.h. beide wurden auf Glimme: 
plattehen in hangenden Tropfen geziichtet, nur fiir die Zusammensetzung 
des Nahrmediums ergaben sich folgende Unterschiede: 


Versuch: | Tropfen Hihnerplasma ++ 1 Tropfen einer Mischung aus 10 Teile: 
der geeigneten Keimpflanzenextraktkonzentration und | Teil 11. Hihne: 
embryonalextrakt. 

Kontrolle: 1 Tropfen Hihnerplasma -+ 1 Tropfen einer Mischung aus 
10 Teilen Ringerlésung und 1 Teil Il. Hiihnerembryonalextrakt. 


Nach 20stiindigem Aufenthalt im Brutschrank werden dann di 
Kulturen in 2 %igem Ringer-Formol fixiert und mittels der Feulgen-Reakt ior 
gefarbt. SchlieBlich werden die Mitosen in der Wachstumszone des Tota! 
praparats mit guter Optik bei etwa 300facher VergréBerung gezéhlt. Fi 
die Auswertung werden die ermittelten Mitosenzahlen der Versuchshalft: 
auf die der zugehérigen Kontrollhalfte bezogen und zwar als Differenz 
umgerechnet in Prozent der Kontrollhalfte. Jeweils sechs Kulturen erwiese 
sich als ausreichend fiir die Wirkungsbestimmung einer Keimpflanzen 
extraktionskonzentration. 


Es war nun wesentlich fiir die Beurteilung der Genauigkeit dieses 
Testes, die Abhiangigkeit der Wirkung von der Dosis zu ermitteln 
Tabelle I zeigt das Ergebnis einer Priifung von acht verschiedenen 
Konzentrationen eines hochgereinigten Keimpflanzenextrakts. 


Tabelle I. Mitosensteigerung bei verschiedenen Verdiinnungs- 
stufen des Keimpflanzenextrakts Nr. 60. 





Mitosenférderung in © 
(Mittelwert aus 6 Versuchen 


Mitosenférderung in °/o 


Verdiinnung | (Mittelwert aus 6 Versuchen) 


Verdiinnung 


1: 180000 + 176 
- 31 1: 360000 + 85 
: 80000 + 25 1: 720000 + 16 


1: 20000 stark schadigend * 
1: 40000 é 
1 


1: 120 000 497 1:1 440.000 a ee 


* ZahlenmaBig nicht zu erfassen, da 2 Versuchshalften iiberhaupt kein Wachstum zeigten. 





In Abb. 1 sind die Verdiinnungsstufen in g umgerechnet und das 
Ergebnis kurvenmaBig dargestellt. Auf der Abszisse ist die Menge des 
zugefiihrten Extraktes angegeben. Die Ordinate zeigt die prozentuale 
Mitosensteigerung der Versuchs- gegeniiber der Kontrollhalfte. 





vy 
eller 


hner 


ktior 
Total 
Fi 
naltt 
erenz 
rlesen 


nzen 


lieses 
tteln 


lenen 


eigten. 


| das 
e des 


tuale 


Uber einen wachstumsférdernden Stoff in Keimpflanzen. 155 


Aus dieser Kurve laBt sich ableiten, da} gewisse Beziehungen 
zwischen dem Ausmaf} der Mitosensteigerung und der Menge des zu- 
gesetzten Wachstumsfaktors bestehen: Zunachst steigt die Wirkung 
proportional der zugefiigten Wuchsstoffmenge. Bei héherer Dosierung 
tritt aber ein Absinken der Kurve ein, bis schlieBlich ein Punkt erreicht 
wird, in dem die Versuchshalften gegeniiber den Kontrollhalften eine 
wesentlich geringere Mitosenzahl haben. Ob diese Hemmung auf den 
gleichen Faktor zuriickgeht, der auch die Férderung verursacht, wurde 
noch nicht geklart. Es ist nicht ausgeschlossen, daB in dem Keim- 
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Abb. 1. Dosiswirkungskurve. 


pflanzenextrakt noch ein schadigender Stoff enthalten ist, der erst in 
héherer Dosis seinen EinfluB ausiibt. 

Jedenfalls zeigt der Verlauf der Dosis-Wirkungskurve, daB zwei 
verschiedene Wuchsstoffkonzentrationen eine gleichartige Wirkung 
hervorrufen kénnen. Damit ergeben sich fiir den Test natiirlich 
erhebliche Schwierigkeiten: Um einen Extrakt auswerten zu kénnen, 
gentigt es nicht, nur eine Konzentration zu priifen. Man muB in jedem 
Falle die optimale Dosis ermitteln. Das gleiche wiirde fiir ein etwa 
mitgepriftes Standardpraparat gelten. Denn es ist sehr wahrscheinlich, 
daB bei der ungleichen Reaktionsbereitschaft der Kulturen und der 
unterschiedlichen Beschaffenheit des als Nahrmedium  benutzten 
Plasmas, die optimale Verdiinnungsstufe des Standards auch von Fall 
zu Fall schwankt. Wenn man die Miihe nicht scheut, jeweils diese 
umfangreichen Versuchsreihen durchzufiihren, wiirde man zweifellos 
mit Hilfe des Mitosentestes quantitative Angaben tiber den Wuchsstoff- 
gehalt gewinnen kénnen. 

Unter meinen Arbeitsbedingungen lieB sich das jedenfalls nicht 
erméglichen, weil derartig groBe Mengen versuchsfaihiger Kulturen 
nicht herangeziichtet werden konnten. Der Test wurde daher verein- 
facht durchgefiihrt, und zwar wurde ein Extrakt als wirksam an- 
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genommen, wenn er an mindestens sechs Kulturen eine mittlere Mitosey 
steigerung von 80°, bewirkte. Fiir die weitere Isolierung hat sich 
bisher diese Versuchsanordnung durchaus bewahrt. 


Apreicherung des wirksamen Faktors. 

Bei den friiheren Versuchen war die Extraktion des Wirkstoffes mit 
Tyrodelésung durchgefiihrt worden. Tyrodelésung hat nun eine recht 
komplizierte Zusammensetzung und noch besonders den Nachteil, da} 
sie sich in fertiger Form nicht mehr hei® sterilisieren lief. 

Es wurde daher gepriift, ob sich die Tyrodelésung nicht durch eine 
der einfacher zusammengesetzten Pufferlésungen ersetzen lieB. Ein 
Puffergemisch aus Glykokoll, NaCl, NaOH ergab sowohl bei py 10,5 wir 
8,5 negative Resultate, hingegen zeigte ein saurer Phosphatpuffer das 
gleiche Ergebnis wie die Tyrodelésung. Statt mit Tyrodelésung wurde 
deshalb die Extraktion jeweils mit Phosphatpuffer von py 6 bis 6.5 
vorgenommen. 

Als Ausgangssubstanz fiir die Phosphatextraktion standen die 
getrockneten Keimpflanzen und die Eiweibfallung im PreBsaft der 
Keimpflanzen zur Wahl. Da bei der Eiweibfallung schon eine erhebliche 
Menge der Begleitstoffe beseitigt war, wurde diesem Produkt der Vorzug 
gegeben. Die weiteren Reinigungsoperationen wurden in Anlehnung 
an die Biotinisolierung durchgefiihrt, da zunachst als naheliegende 


Arbeitshypothese angenommen wurde, daB der Faktor ein in irgend- 


einer Form verandertes, daher unstabileres Biotin ware. Es zeigte sich 
aber bald, dab einzelne von Aégl und Ténnis! beschriebene Schritte 
nicht weiterfiihrten, weil keine Fallungen auftraten. Es wurde im 
weiteren auf diese Fallungen verzichtet. 

Die Aufarbeitung gliederte sich schlieBlich in folgende Vorginge 

1. EiweiBfdallung. 

Der aus fiinf- bis sechstagigen Keimpflanzen gewonnene, durch 
Zentrifugieren von der Starke befreite Prefisaft wird mit der gleichen Meng 
mit Methanol vergillten Athylalkohols versetzt. Der entstehende Niede1 
schlag, der den wirksamen Faktor enthalt, wird abzentrifugiert und in 
Vakuum getrocknet. 

1000 cem Pre®Bsaft ergaben etwa 12 g¢ Eiweibfallung. 


2. Phosphatauszug. 
Die fein zermahlene Eiwei®fallung wird mit der 20fachen Menge Phos 
phatpufferlésung von Pu 6 bis 6.5 heiB extrahiert, 
4g Phosphatauszug. 
3. Acetonfallung. 
Der Phosphatauszug wird mit der gleichen Menge frisch destillierte: 
Aceton versetzt. Es tritt eine geringe Falhing auf, die unwirksam ist und 
abfiltriert wird. 


3.5¢ Filtrat der Acetonfallung. 


' Fritz Kégl u. B. Ténnis, Zeitschr. f. physiol. Chem, 242, 43, 1936 
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!. Kohleadsorption. 

Zu dem Filtrat der Acetonfallung wurde dann 10 g¢ Carbo medicinalis 
Merck zugegeben. Der wirksame Faktor wurde restlos von der Kohle 
adsorbiert. 

5. Aceton- Alkoholelution. 

Aus der Adsorption wurde die aktive Substanz mit der 20fachen Menge 
einer Mischung gleicher Teile Aceton und Alkohol herausgelést. Es empfiehlt 
sich, die Elution in der Warme vorzunehmen. Eine vorherige Kaltextraktion 
entfernt in erster Linie Begleitstoffe. Das Acetonalkoholgemisch wird 
dann im Vakuum abgedampft und der Riickstand in dest. Wasser aut- 
genommen. 

0,03 g Aceton-Alkoholeluat. 

Mit diesem Schritt war eine Grenze erreicht, die mit Hilfe der 
bisher zur Verfiigung stehenden Einrichtungen nicht tiberschritten 
werden konnte. Immerhin war die Wirkung der letzten Reinigungs- 
stufe schon so stark, daB pro Kultur, wie die Tabelle LI zeigt, 1,6 - 10-5 ¢ 
geniigten, um eine deutliche Zellteilungsférderung hervorzurufen. 


Tabelle I]. Extrakt Nr. 60, 1: 360000 verditinnt. 





Mitosenz: »Y ‘ - Mitosenz: » A 
Nr. Mitosenzahlen Uaterechiad ‘ Mitosenzahlen Citeractited 


Nr. 
der Kultur i ovttolin| Versuch in 9/9 der Kultur Kontrélte| Verench in ‘ 


14.057 14 20 i. 4! 14 060 13 3: tL 146 


58 11 15 : 61 19 i 34 
59 10 33 1. 2: 62 16 y L 69 


Das bedeutet etwa eine 3000fache Wirkungssteigerung gegeniiber der 
Konzentration zu Beginn der Versuche. Sobald nun die Méglichkeiten 
zur Aufarbeitung gréRerer Materialmengen gegeben sind, soll die Rein- 
darstellung weitergefiihrt werden. Zunachst wurden die Versuche in 


underer Richtung ausgedehnt. 


Inaktivierung und Aktivierung des wirksamen Faktors. 

Es war schon bald aufgefallen da} Extrakte, die eine gewisse Zeit 
lagerten, nach und nach ihre Wirksamkeit einbiiBten. 

Fir die weitere Aufarbeitung war es wesentlich, die Ursachen 
dieser Erscheinung aufzuklaren. Wenn namlich die Inaktivierung auf 
einer Veranderung des Molekiils beruht, wiirden zweifellos Schwierig- 
keiten bei der Reinigung der Substanz auftreten. Es ware damit zu 
rechnen, daB unter Umstanden eine Fraktion als wirkungslos erscheint, 
in der in Wirklichkeit nur eine Zersetzung des Faktors eingetreten ist. 

Wenn der Wirkungsverlust aber durch Oxydation hervorgerufen 
wird, so miuBte er sich vielleicht durch Behandlung mit reduzierenden 
Stoffen wieder riickgangig machen lassen. Versuche ergaben, dal 
tatsichlich die Inaktivierung auf eine Oxydation des Faktors zuriick- 


zufiihren ist. 
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Leitet man in einen aktiven Extrakt fiir langere Zeit Sauerstoft 
ein, so zeigt die Priifung, daB er nun keine Mitosenvermehrung mehr 
hervorruft. In Tabelle III sind die Ergebnisse zusammengestellt. 


Tabelle III. Extrakt Nr. 60a, inaktiviert durch */,stiindige: 
Durchleiten von Sauerstoff. (Verdiinnung 1: 100000.) 





Nr. Mitosenzahlen 
der Kultur 


Unterschied Nr 


Nr. Unterschied 
in %Jo der Kultur 


in 


Mitosenzahlen 


Kontrolle Versuch Konteclle Versuch 
13 980 15 13 f 14.019 21 28 
$1 10 8 2 20 28 2% 
82 6 7 ; ‘ 
; - 14 108 41 32 
83 5 ‘ ‘ = 
OY 93 bo 
84 f + P ile 
85 { 10 20 27 
“ 11 60 53 
14017 22 16 - 37 12 52 44 
18 24 - $3 13 50 64 +. 28 





Die Wirksamkeit eines so inaktivierten Extrakts lieB sich durch 
Behandeln mit reduzierenden Stoffen wieder herstellen. 

In Tabelle [V sind die Ergebnisse eines Versuchs mit Ascorbinsaure 
angefiihrt!, aber auch mit Hydrochinon und Schwefelwasserstoff 
gelang eine Reaktivierung. 


Tabelle IV. Extrakt Nr. 60b. 10cemdes inaktivierten Extrakts 
Nr. 60a, durch 0,0lg Vitamin C reaktiviert. 
(1: 100000 und 4: 150000 verdiinnt). 





Mitosenzahlen Mitosenzahlen 


Unterschied 
in %% 


Nr. 
der Kultur 


U nterschied Nr. 
in %9 der Kultur 


Kontrolle| Versuch Kontrolle Versuch 
14 02: 25 43 72 144114 * 29 77 
24 26 49 15 83 117 
25 5 24 16 2: 66 
26 18 29 17 19 59 
18 27 62 
19 25 35 





Wirkung des Faktors auf das Hefewachstum. 


Im Laufe der Untersuchungen war es schon recht unwahrscheinlich 
geworden, daB der neue Wirkstoff Beziehungen zu den Hefewuchsstoffen 
besaB. Um aber Klarheit zu gewinnen, wurde ein hochgereinigter 
Extrakt auf seinen Biotingehalt gepriift Die Versuche, die zunachst 
mit einer gewéhnlichen Backereihefe durchgefiihrt wurden, verliefen 


! Die gleiche Konzentration Ascorbinséure, wie sie bei den Versuchen 
verwandt wurde, bewirkte an 14 Kulturen weder eine Férderung noch eine 
Hemmung der Zellteilung. 
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negativ. Zur Sicherung dieser Ergebnisse wurde Herrn Dr. //lies, 
Institut fiir Garungsgewerbe, Berlin, der sich dankenswerterweise 
zu einer Priifung bereit erklirt hatte, ein gleiches Praparat tiber- 
geben. Die nach dem Verfahren von Nielsen! durchgetiihrten Versuche 
ergaben keine Wirkung des zugesetzten Praparets. Somit ist mit 
Sicherheit auszuschlieBen, dai der neue Faktor mit einem der Hefe- 
wuchsstoffe identisch ist. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Es ware noch verfriiht, iiber die Natur des wirksamen Faktors 
schon jetzt nihere Aussagen machen zu wollen. Doch legen die Ergeb- 
nisse der Inaktivierungs- und Aktivierungsversuche es nahe, die Wirkung 
auf Thiolverbindungen zuriickzufiihren. In erster Linie hat ja Hammett? 
auf die Bedeutung von SH-Verbindungen fiir die Zellteilung schon 
vor langerer Zeit hingewiesen. 

Allerdings hat Hueper® in Untersuchungen an Gewebskulturen 
festgestellt, dafS zugesetztes SH-Glutathion rasch oxydiert wird und 
ohne Wirkung auf das Wachstum ist. 

Man wird wohl die endgiiltige Isolierung und Konstitutions- 
ermittlung des zellteilungswirksamen Faktors abwarten miissen, um 
diese Frage zu kliren. In dieser Richtung sollen die Arbeiten fort- 
gesetzt werden. 

Zusammenfassung. 

Friihere Untersuchungen tiber einen das Wachstum und die Teilung 
der tierischen Zelle fordernden Stoff, der in Keimpflanzen enthalten 
ist, wurden fortgesetzt. 

Eine erhebliche Anreicherung des wirksamen Faktors wurde erzielt. 
Zur Auswertung diente der Mitosentest, dessen Genauigkeit erértert wird. 

Es zeigte sich ferner, daB die wirksame Substanz gegen Sauerstoff 
empfindlich ist. Durch Oxydation inaktivierte Extrakte bewirkten nach 
Behandlung mit reduzierenden Stoffen wie Ascorbinséure, Hydrochinon 
und Schwefelwasserstoff erneut eine Mitosensteigerung. 

Kin hochgereinigter Extrakt, der an der tierischen Zelle schon in 
einer Verdiinnung 1 : 2000000 eine Steigerung der Mitosenzahl hervor- 
rief, verursachte selbst in hoher Konzentration bei der Hefe keine 
Zellvermehrung. 


1 Niels Nielsen, C. r. Trav. Labor. Carlsberg, Sér. physiol. 21, 151, 1935. 
— ® Frederick Hammett, Protoplasma 7, 297, 1929. — * William C. Hueper u. 
Mary A. Russell, Arch. exper. Zellforsch. 14, 483, 1933. 














Uber Flavine. die bei der Giirung 
von Aceton-Butylalkoholbacterien gebildet werden 
(Giirungstla vine). 
I. Mitteilung: 
Uber Girungsflavin aus Reis. 
Von 
Izue Yamasaki. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Kyushu-Univer- 
sitat in Fukuoka, Japan.) 
(Eingegangen am 28, September 1938.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Vor kurzem habe ich mit W. Yositome (1) mitgeteilt, daB die 
Aceton-Butylalkoholbacterien aus verschiedenen Cerealien bei der Garung 
in der Garfliissigkeit einen spezifisch gelben und gelb-griin fluoreszieren- 
den Farbstoff erzeugen, der seinen Eigenschaften nach dem Flavin 
sehr nahesteht und an Vitamin B,-arm ernahrten Ratten Normal. 
wachstum hervorruft. Es ist bemerkenswert, da der Garungsfarbstoff 
nur dann auftritt, wenn die Garung durch Zusatz von Umschaltungs- 
mitteln, wie Calciumcarbonat, in bestimmter Weise abgewandelt wird 

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse der weiteren 
Versuche tiber den Garungsfarbstoff aus Reis mitgeteilt. 


I. Vorkommen. 

Dialysiert man die gefarbte Garfliissigkeit als solche bei py 5 bis 6 
oder nach Neutralisieren gegen Lackmus bei pu 7,0, in Cellophan- oder 
Kollodiumbeutel gegen dest. Wasser bei 49° C, 24 Stunden lang, so geht 
die gelbe Farbe in das Wasser tiber. Daraus ergibt sich, daB der Garungs- 
farbstoff ausschlieBlich in freier Form vorkommt, wie das Flavin in der 
Kuhmilch und in den Netzhauten der Fische. 


Il. Uberfiihrung des Girungsfarbstoffes in die Lumiform. 


Die Uberfiihrung in den sogenannten Lumifarbstoff, die zuerst 
von Warburg und Christian (2) entdeckt wurde, ist seither als eine 
spezifische Eigenschaft der natiirlichen Flavine sehr wichtig geworden 

Wenn man nach dem Verfahren Warburgs die gefarbte Garfltissig- 
keit in n/2 Natronlauge mit einer 500-Watt-Gliihbirne bei einer Tem- 


peratur von nicht mehr als 26°C 2 Stunden lang bestrahlt, so wird die 


gelbe Farbe viel heller. Nach Anséuern mit iiberschiissiger Essigsaiure 
schiittelt man mit Chloroform aus; dabei geht ein stark griin fluores- 
zierender gelber Farbstoff in die Chloroformschicht tiber und es bleibt 
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nur noch wenig gelber Farbstoff in der wasserigen Schicht zuriick 
Mit Ather laBt sich der Farbstoff nicht ausziehen. In n/20 Natronlauge 
ist der Farbstoff aus Chloroform léslich. Dieselbe Lichtspaltung erfolgt 
auch, entsprechend den Beobachtungen von Ellinger und Koshara (3), 
durch Stehenlassen der wasserigen Lésung des Garungsfarbstoffs im 
Sonnenlicht, nachdem sie mit Natronlauge deutlich lackmusalkalisch 
vemacht worden ist. 

Damit ist festgestellt, daB der gebildete Farbstoff, der wie das Lacto- 
flavin in Wasser léslich und in indifferenten Lésungsmitteln unléslich 
ist, inden chloroformléslichen Lumifarbstoff umgewandelt werden kann. 


lil. Die Absorptionsspektren des Garungsfarbstoffs und des Lumi- 
farbstoffs. 

Ein qualitatives Spektrum wurde direkt mit folgenden drei Lé- 

sungen aufgenommen: 1. mit der wasserigen verdiinnten Lésung des 


Farbstoffsirups: 2. mit der wasserigen Lésung des Farbstoffpraparats I 




















Abb. 1. Absorptionsspektrum des in die Lumiform iibergefiihrten Farbstoffs in Wasser: 
Lichtquelle GeiBlerrohr; Maxima bei 440, 355 und 265 mu. 














Abb. 2. Absorptionsspektrum des Farbstoffsirups in Wasser: Lichtquelle GeiBlerrohr; 
Maxima bei 440, 355 und 265 mu, 
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Abb. 4. Absorptions- 
spektrum des Farbstoff- 
priparats I in Wasser: 
Maxima 440 und 468 mu. 
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das, wie in der letzten Mitteilung erwahnt, durch Adsorption an Fuller- 
erde und Elution mit einer Pyridinmischung aus dem Farbstoffsirup ge- 
wonnen war: 3. mit der wasserigen Lésung des in die Lumiform iiber- 
vefiihrten Farbstoffs (Abb. 1, 2, 3, 4 und 5). 

Fiir die Durehtiihrung dieser Versuche bin ich Herrn Dr. Y. Tomi yas 
und Herrn Prof. H. Nis? zu groBem Danke verpflichtet. 

Wie aus den Abbildungen ersichtlich, zeigt das Spektrum des in die 
Lumiform itibergefiihrten Farbstoffs eine Bande im Sichtbaren mit 
einem Maximum bei 440 my und zwei im Ultraviolett bei etwa 355 und 
265 mu (Abb. 1). Die Bande im sichtbaren Gebiet ist zweistufig (440 
und 468 mu) (Abb. 5). 

Diese Banden stimmen der Lage nach auffallend mit denen der 
Farbstoffkomponente des Atmungsferments von Warburg und Chri- 
stian (4) und des Lactoflavins (5) iiberein. 

Das Spektrum des Farbstoffsirups zeigt ebenfalls zwei scharfe 
Maxima, im Sichtbaren bei 440 my und im Ultraviolett bei etwa 265 mu. 
und auBerdem dazwischen noch ein nicht so scharf, doch gut aus- 
gebildetes Maximum bei etwa 355 mu (Abb. 2). 

Die Lage der Absorptionsbanden im Sichtbaren ist konstant (bei 
440 und 468 my) fiir alle drei Lésungen (Abb. 3 bis 5). 

DaB die Spektren des Garungsfarbstoffs durch Reinigen mittels 


der Absorptionsmethode oder durch Uberfiihren in den Lumifarbstoff 


keine wesentlichen Anderungen erfahren, spricht fiir die Einheitlichkeit 
des Farbstoffs. 


IV. Der kristallisierte Girungsfarbstoff aus Reis. 


Tsolierung. Der Farbstoffsinup aus Reis wurde in Portionen von je 
80 cem verarbeitet, die aus etwa 10 Litern gefarbter Garfliissigkeit det 
4°,igen Reismaische gewonnen wurden. Eine Portion des Farbstoffsinups 
wurde mit Wasser und 115 g konz. Salzsaure auf 3 Liter verdiinnt und mit 
100 g Fullererde 1'/, Stunden auf der Maschine geschiittelt. Das abzentri 
fugierte Adsorbat wurde mit Wasser gewaschen, bis es chlorfrei war. Die 
Klution erfolgte durch 1'/,stiindiges Schiitteln mit einem CGemisch von 
500 cem Pyridin, 500 cem Methanol und 1200 cem Wasser. Das Eluat 
wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt und in etwa 100 ccm Methanol 
Wasser (1:1) aufgenommen. Der klar filtrierte Methanol-Wasserauszug 
des Farbstoffs wurde nochmals zur Trockne eingedampft. Zur zweiten 
Adsorption wurde nach Ellinger und Koshara (3) Bleisulfid als Adsorptions 
mittel in Anwendung gebracht. Die mit Wasser auf 1 Liter verdiinnte 
Farbstoffl6sung wurde mit 300cem 20°(iger Bleiacetatlésung versetzt 
(dabei blieb die Lésung klar) und dann nach Ansiéuern mit 30 cem Eisessig 
mit Schwefelwasserstoff gesattigt. Das Adsorbat wurde mit Wasser gut 
gewaschen, in etwa 600cem Wasser fein verteilt und | Stunde zum Kochen 
erhitzt. Der Farbstoff lieB sich dadurch mit Wasser eluieren. Die wasserige 
Farbstofflésung wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt, der Riickstand 
betrug etwa 0,41 ¢. 














I. Yamasaki: 


Die biologische Priifung auf Vitamin B,-Wirksamkeit dieses schwarz. 
braunen, lehmartigen, rohen Farbstoffpraparates zeigte, daB es in 
Tagesdosen von 0,5 mg dauerndes Wachstum an Ratten hervorruft 
(Tabelle I). 


Die Adsorption an Bleisulfid und die Elution in kochendem Wasse: 
wurden wiederholt. Das wasserige Eluat wurde auf ein kleines Volumen 
eingeengt und von dabei sich bildenden farblosen anorganischen Kristalley 
durch Zentrifugieren befreit. Beim Stehen im Kiihlraum schieden sich 
schlieBlich schén ausgebildete kugelige Farbstoffdrusen ab, die aus mikro 

skopischen Nadelchen bestehen. Durch Um 

kristallisieren aus heiBer 2n Essigsaure e1 

hielt man sch6én r6tlich orangegelb gefarbt 

teine Nadeln wie in Abb. 6. Die Ausheute he 

trug etwa 5 bis 7 mg aus einer Portion. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 257°C 

(unkorr. unter Zersetzung). Der Extink. 

tionskoeffizient einer 0,005°,igen Lésung 

der Farbstoffkristalle in Wasser (0.7 mg 

i in l4cem) wurde im Zeissschen Stufen- 

. photometer gemessen. In einer Schicht- 
teckea wv oF an +1 a f ‘or 

Abb. 6. Kristallisiertes Garungsflavin dicke von d 0,25em bei 470 my (Farb- 

aus Reis. filter 8 47) wurde eine Durchlassigkeit von 
50°, abgelesen, daraus folgt é 1,204. 


Die Analyse (Dr. Schoeller, Berlin) ergab 52,62°, C, 5,54°,, H und 
13,829 N. 


4,770 mg Substanz: 9,070 mg CO,, 2,330 mg H,O, 0,067 mg Asche. 
2,358 mg Substanz: 0,285 cem N (23,49 C, 755 mm). 





Berechnet auf 
C,; Hop N,O, (Lactoflavin) 54,22 14,90 
‘ (376) 
C,;, Hog Ny Og [CHO H] 53,20 : 13,79 
(406) 


Gefunden 52,62 5,54 13,82 


Verhalten gegen Oxydations- und Reduktionsmittel. Uber die rever- 
sible Reduzierbarkeit des Garungsfarbstoffs durch die Bacterienzellen 
wurde schon in einer friiheren Mitteilung berichtet. Durch Erwarmen 
im kochenden Wasserbade mit starker Salpetersdéure wird der Farbstoff 
nicht zerstért. 

Bei tropfenweisem Zusatz von verdiinnter Natrium-Hydrosulfit- 
lésung in sodaalkalischer Lésung verschwindet die gelbe Farbe des 
Farbstoffs: siuert man nun mit Schwefelsiure an und schiittelt mit 
Luft, so kehrt die gelbe Farbe zuriick. Die griine Fluoreszenz erscheint 
dabei auch nach Abstumpfen mit Natriumacetat wieder. 
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Biologische Priifung auf Vitamin- B,-Wirksamkeit. An Vitamin B,- 
arm ernahrten Ratten, welche unsere Grundkost II von nachfolgender 
Zusammensetzung (1) erhalten, ruft der kristallisierte Garungsfarbstoff 


in taglichen Dosen von 22 bis 50 y ungefahr Normalwachstum hervor 

(Tabelle 1). 

Vitamin B,-freie Grundkost IT: 
Ausgewaschenes Fischprotein 10 Teile 
(iepulverter, ausgewaschener, polierter Reis 75 
Butter 10 


D 


Die Kost wird gekocht verabreicht. Taglich werden 4 bis 8 » Vitamin B, 
in Form von Kristalloryzanin (von Sankyo Co, Japan) unmittelbar per os 
gegeben. Vitamin A und D werden in der Butter verfiittert, Vitamin B, 
ist nach den Angaben von Copping (6), die wir bestatigen kénnen, geniigend 
in dem polierten Reis enthalten. 


Tabelle I. Tierversuche mit dem kristallisierten und rohen 
Farbstoffpraiparat aus Reis. 





Vorperiode 
(2 Wochen) 
ohne 
Vitamin Bo. ~ 
Gewichts- on a Gewichts- 
zunahme so — Dauer pe ot zunahme 
pro Woche Praparat . pro Tag 


Versuchsperiode mit Priparat 


Ratte 


g j Tage 
Xohes Praparat 10 
21 
Kristall. Praparat 28 


Rohes Praparat 10 


Kristall. Praparat 


Rohes Praparat 
Kristall. Praparat 
Xohes Praparat 
Kristall. Praparat 
Kristall. Praparat 


Kristall. Praparat 


3,0 Unmbkristall. Praparat 


— 4,5 Umkristall. Praparat 
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Da die Ratteneinheit nach Gydrgy, Kuhn und Wagner-Jauregg (7 


auf Bourquin-Sherman-Diat einer Tagesdosis von 8 bis 10 y Lactoflayin 


entspricht, so besitzt der kristallisierte Garungsfarbstoff aus Reis eine 
wenig schwachere Vitaminwirksamkeit. Ob dies von der Eigentiimlich 
keit des Garungsfarbstoffs herrtihrt oder davon, da®B der kristallisierte 
Garungsfarbstoff neben wirksamem noch unwirksamen  Farbstoff 
enthielt, ist erst durch weitere Untersuchungen zu entscheiden, 


V. Zusammenfassung. 


Es wurde festgestellt, daB der gelbe, griin fluoreszierende Farbstoff 
welcher durch Aceton-Butylalkoholbacterien unter ganz bestimmten 
Bedingungen in der Garfliissigkeit aus Reis gebildet wird, in die Klasse 
der Lyochrome und Flavine gehért. Deshalb schlage ich vor, die in 
dieser Weise gebildeten Flavine vorlaufig als ,,Garungsflavine’, wie 
z. B. ,,Garungsflavin aus Reis‘ und ebenfalls die eigenartige Garungs- 
form der Bacterien als ,,Flavingéarung der Aceton-Butylalkohol- 
bacterien** zu bezeichnen. 

Die Frage, ob die Flavine, welche bei der Flavingarung dieser Art 
von Bacterien aus verschiedenen Ausgangsmaterialien gebildet werden 
kénnen, miteinander identisch sind, mu dahingestellt bleiben. 


Fiir die Durehfiihrung der vorliegenden Arbeit stellte mir das Reis 
verwaltungsbureau des Ministeriums fiir Land- und Forstwirtschaft Mittel 
zur Verfiigung. Ich danke fiir die Unterstiitzung. 
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Uber biologische Grenztlichenpotentiale. 
Von 
H. Lundegardh. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Ultuna-Upsala.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1938, ) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) wurden Potentialbestimmungen 
an der Grenzflache Wurzel: Medium mitgeteilt, die neue Ausblicke auf 
fonenkonzentration und Austauschvorginge in der Protoplasma- 
membran vermitteln. Verschiedene Umstande, u.a. der stark saure 
Charakter der Membran und der enge Zusammenhang zwischen Ladung 
und Lonenaufnahme, der auch unten aufgezeigt werden soll, zeigen, dab 
die Grenzpotentiale nicht an der Cellulosemembran der Zellen, sondern 
an der dicht an ihr anliegenden Protoplasmaoberflaiche entstehen. Die 
Cellulosemembran ist héchstwahrscheinlich elektrisch neutral und 
erlaubt wegen ihrer groben Porenweite ungehinderte Diffusion von sowohl! 
hochmolekularen organischen Verbindungen wie von geladenen lonen. 

Theoretische Uberlegungen lehrten, daB das Potential der AauBeren 
Protoplasmagrenzfliche annahernd durch den Druck der in ihr befind- 
lichen H-Ionen (= Zey) im Verhaltnis zu dem cy-Wert des umgebenden 
Mediums (— Ley) bestimmt wird. Aus dem gemessenen Potentialwert 
und der Relation Zcy Ley kann also, wenn Ley, bekannt ist, die H-Lonen- 
konzentration der Protoplasmamembran, oder richtiger ihrer auBeren 
Grenzfliche berechnet werden. Die Versuche bestatigten diese theoreti- 
sche Voraussetzung. Man kann annaherungsweise die in eine Loésung 
tauchende Wurzel als eine H-Lonenelektrode betrachten. Ahnliches 
diirfte fiir jede andere Protoplasmagrenzflache gelten. 

Diese Erkenntnis ist von groBer Bedeutung fiir die richtige Auf- 
fassung der biologischen Potentiale, und sie gibt ein Mittel in die Hand, 
um die an der Protoplasmagrenzfliche herrschende Lonenkonzentration 
m bestimmen. Diese Folgerung soll jetzt etwas naher beleuchtet 
werden. 


Unzulinglichkeit des Donnan-Prinzips fiir die Deutung der Vorgiinge 
in der Protoplasmagrenzfliche. 


Das Prinzip der Membrangleichgewichte nach Donnan setzt voraus, 
daB zwei Lésungen von einer elektrisch neutralen Membran getrennt 
werden. Potentialdifferenzen entstehen in diesem Falle, wenn die 
Lésungen teils Ionen gemeinsam haben, die ungehindert durch die 
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Membran diffundieren kénnen, teils die eine Lésung ein oder mehrere 
lonen enthalt, die nicht durch die Membran hindurchtreten kénnen 
Die Voraussetzung des Donnan-Gleichgewichts ist also iiberall da vor. 
handen, wo eine ungeladene semipermeable Membran zwei solche 
Medien, wie z. B. das kolloidale Protoplasma und das aus Elektrolyten 
bestehende Medium, trennt. Wenn also das Protoplasma nur durch eine 
ungeladene Membran nach auBen begrenzt ware, so wiirde die Lonen 
aufnahme dem Membrangleichgewicht folgen. Aus der gemessenen 


Potentialdifferenz k,, kénnte man dann aus der Formel 


[Zcu| [Zey: | [Ley-] 
[Leu] = [Leys] [Ze,-] 


(1) 


die Verteilung der Anionen und Kationen zwischen Medium und Zelle 
bzw. Organ berechnen, unter der Voraussetzung, da sich ein wirklich 
thermodynamisches Gleichgewicht einstellt. Im Leben kommt es natiirlich 
niemals zu einem echten chemischen Gleichgewicht, aber das Donnan- 
Prinzip zeigt doch, in welcher Richtung sich die Lonen bewegen miissen, 
d.h. welchen Konzentrationszustanden sie ,,zustreben*. 

Wenn nun aber die Membran eine eigene Ladung besitzt, so wird 
natirlich hierdurch die freie Wanderung der lonen durch dieselbe in ein 
yerichtete Wanderung umgedndert, wodurch die Voraussetzung des Donnan- 
Gleichgewichts fallt. 


, 


Chemisch-physikalische Beschaffenheit der Plasmamembran. 


Unsere Ausfiihrungen gelten hier selbstverstaéndlich zunachst fiir 
das von uns gewahlte Material, Wurzeln von Grasern, vornehmlich 
von Weizen. 

Wenn die Wurzel in schwach angesiuertes Wasser (~ 10-° n H*) 
vebracht wird, so nimmt die Grenzflache ein Potential von 150. bis 

200 mV an. Genaue Messungen in verdiinnten Sauren (10-4 bis 
10 n) geben einen Zcy-Wert von etwa 10-3, also Z py etwa 3. Die 
Membran mu also aus Verbindungen von vorwiegend saurer Natur 
aufgebaut sein. Man kann hier an Phosphatide denken, die ja auch aus 
anderen Griinden als wichtige Bestandteile der Plasmamembran an- 
gesehen werden. 

Sehr wichtig ist nun der Umstand, daB dieser Zcey-Wert nicht der 
einfache Ausdruck fiir die saure Dissoziation einer chemischen Ver- 
bindung sein kann. Wenn es so ware, so sollte namlich der Zcy-Wert. 
in Ubereinstimmung mit dem Dissoziationsgleichgewicht, mit dem 
Ley-Wert, also der H-lonenkonzentration der umgebenden Lésung. 
wechseln. Dies ist aber nicht der Fall: Wenn man den Ley- Wert zwischen 
10-3 und 10-° variiert, so zeigen die Potentialbestimmungen, dap der 
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Zeu-Wert unverdndert bleibt. Es ergibt sich eine mit der Relation Zcy/Ley 
veradlinig ansteigende Kurve (Abb. 1). Der Verlauf der Kurve ist 
iibrigens derselbe, welche Saure man wahlt, ob HCI, H N O, oder H,SO,: 
die Anionen sind folglich wirkungslos. 

Diese experimentellen Befunde beweisen, daB die Plasmagrenz- 
fliche echten Membrancharakter hat, also nicht nur die ,,unorganisierte** 
Oberflache einer Lésung darstellt. Der Ursprung der Ladung ist zweifel- 
los die saure Dissoziation der chemischen Verbindungen, die in der Ober- 
fliche des Protoplasmas angereichert 
sind. Diese Verbindungen sind an- 
dererseits héchstwahrscheinlich kolloid- 
dispers und bilden eine Grenzflachen- 
haut gegen das Medium, an welche 
die H-lonen ,,adsorbiert** sind. Von 
den Fettsiuren wei man ja (2), dab 
ihre langgestreckten Molekiile _ palli- 
sadenartig senkrecht gegen die Ober- 
flache stehen. Man kann wohl fiir die 
Phosphatide ahnliche  Vorstellungen 
entwickeln, in denen also die ,,sauren*’ 
Enden der amphoteren Molekiile gegen 
das Medium schauen. Die relative 
Unbeweglichkeit der in der Oberflaiche 
zusammengedrangten Molekiile wiirde PP ee eT Tg 
dann fiir den Membrancharakter ver- wurzeln, die in Léeungen von Mineral- 


siuren verschiedener Konzentration 


antwortlich sein. DaB die in der Ober- 
( Ley) gehalten werden. 


fliche verankerten Lonen im Hinblick 
auf das Dissoziationsgleichgewicht nicht mit den in einer frei be- 
weglichen Lésung abdissoziierten Lonen vergleichbar sind, hangt mit 


den speziellen ,,kristallahnlichen’’ Bindungsverhaltnissen an der Grenz- 
5S 


fliche zusammen. 

Aus den Potentialmessungen in verdiinnten Sauren bekommt man 
einen Ausdruck fiir die maximale H-lonenladung der intakten Plasma- 
membran, die also fiir Weizenwurzeln py — etwa 3 entspricht. Dieser 
Wert gibt andererseits die maximale Austauschkapazitat bzw. das 
maximale Basen- (Kationen-) bindungsvermdgen an. Andere Organismen- 
arten kénnen andere Z¢ymax-Werte zeigen. Vorlaiufige Bestimmungen 
an Gerste geben Zeymax — etwa 10-4. Diese Zahlen diirfen nur als 
Annaherungswerte betrachtet werden, weil der in den Potentialbestim- 
mungen benutzte MeBkreis [siehe (1)] immer zwei biologische Grenz- 
flaichen umfa8t, den unteren, uns interessierenden 20 mm langen Spitzen- 
teil und die obere Schnittflache der 60 bis 80 mm langen Wurzel. Durch 
geeignete Wahl der oberen Elektrodenfliissigkeit kann man das Potential 
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der oberen Schnittflache auf ungefaihr Null halten (1). Eine Unsicher. 
heit von ein Paar Zehntel py bleibt aber fiir das Z puma, immer bestehen, 
Diese Fehlergrenze ist allerdings konstant fiir simtliche Versuchsreihen 
iiber Austausch usw. und hat also im wesentlichen sehr wenig Be 
deutung. Die Lange des untersuchten Wurzelstiickes beeinfluBt die 
Resultate nicht wesentlich, wenn nur die obere Schnittflache oberha!b 
der eigentlichen, durch die Wurzelhaare bestimmten Absorptionszone 
zu liegen kommt. Versuche mit ganzen Pflanzen, in denen also die obere 
Elektrode mit dem abgeschnittenen griinen Stamm verbunden wurde 
geben Zcy-Werte von derselben GréBenordnung wie die Versuche mit 
abgeschnittenen Wurzeln. 

Die Eigenladung der Plasmamembran dandert sich, wie oben er- 
wahnt, nicht, wenn der Ley-Wert zwischen 10-5 und 10-3 schwankt. 
Die Eigenladung bildet sozusagen eine Schutzmauer um das Protoplasma, 
was zweifellos fiir die Erhaltung eines unversehrten Stoffwechsels 
wichtig ist. Erst wenn der auBere cy-Wert dem Zcppax-Wert gleich- 
kommt oder ihn iibertrifft, brechen die auBeren H-lonen sozusagen 
durch die Membran hindurch und erhéhen anormal deren Zcy-Wert. 
Hierdurch wird der Zellbetrieb ernst beschadigt und die Zellen sterben 
in kurzer Zeit. Es ist offenbar sehr wichtig fiir das normale Leben der 
Wurzelzellen, daB Zcy ~ Ley ist. Dies ist auch, wegen des stark sauren 
Charakters der Plasmamembran, in,der Natur in der Regel der Fall. 
Hier ist aber auch die Kationenkonzentration des Mediums ein sehr 
wichtiger mitwirkender Faktor. 


Der Kationenaustauseh in der Plasmamembran. 


Die im normalen Leben der Zelle herrschende Relation Zey/Ley > | 
bedingt eine negative Ladung der Plasmamembran im Verhaltnis zum 
Medium (die H-lonen der Membran haben ja das Bestreben in die 


Lésung hiniiberzutreten und dorthin positive Ladung zu tiberbringen. 
oder, richtiger ausgedriickt, die Elektronenzahl der Membran zu er- 
héhen). Diese Spannung, die in destilliertem Wasser gegen 200 m\ 


steigen kann, bedingt eine starke Membranattraktion fiir Kationen. Aus 
einer Neutralsalzlésung werden deshalb energisch metallische Kationen 
adsorbiert, und zwar in Austausch gegen H-Ionen der Mem ran. 
Neue Potentialmessungen in Lésungen von Kaliumehlorid und 
Lithiumchlorid zeigen, daB innerhalb eines weiten Konzentrations 
gebietes des Salzes, 10! bis 10-4 n, eine annahernd geradlinige Beziehung 
zwischen der Salzkonzentration Ley, und der aus den gemessenet 
Potentialdifferenzen berechneten Relation Zcy/Lecy besteht (siehe 
Abb. 2). Weil die H-lonenkonzentration der neutralen Salzl6sungen 
immer dieselbe bleibt (10-7 n), kann man folgende Forme! aufstellen 


log [Zcyu] = — alog [Zcy.] + log K. 2 
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Hier sind « und log K Konstante. Entlogarithmiert wird der 
Ausdruck 
Zen K ° [Zey+] a. (3) 
Die Ahnlichkeit mit einer Adsorptionsgleichung wird noch klarer, 
wenn man bedenkt, daf die aus der Wurzel in die Lésung heraus- 
getriebenen H-[onen quantitativ durch metallische Kationen (M-Ionen) 
ersetzt werden. Also Zey, = ZCumax — Zey+. Hier entspricht Zcumax 
der totalen Austauschkapazitét, welche durch Potentialmessung in 
einer verdiinnten Saure gemessen 
werden kann, Zcy, ist der in der Salz- 
lésung nicht ausgetauschte Teil der 
H-lonen der Membran. 
In der in Abb. 2 dargestellten Ver- 
suchsreihe hatte fiir KCl a den Wert 
0,94 und log K den Wert 8.3. Fiir 
LiCl scheint a einen etwas niedrigeren 
Wert zu haben. In friitheren Versuchs- 
reihen (1) zeigte der mittlere Teil der 
Kurve statt eines geradlinigen einen 





schwach gebogenen Verlauf, und es 
wurde aus diesem Grunde eine etwas 
kompliziertere provisorische Adsorp- in be ian Wenis eee 


tionsgleichung aufgestellt!. Auch in Kationenkonzentration (= Ley+) 
einer Neutralsalzlésung und dem ¢ H- 


jinigen neueren Serien tritt diese 
emlg : lies Wert der Plasmamembran (= Zcq). 


schwache Kriimmung hervor. Diese 

Unterschiede scheinen nicht wesentlich zu sein. Es steht fest, daB in 
einem mittleren Konzentrationsgebiet (10-! bis 10-4n) der Austausch- 
vorgang zwischen den Metallionen der Lésung und den H-Ionen der 
Plasmamembran im Prinzip mit den Austauschvorgangen in jedem be- 
lichigen Kolloid tibereinstimmen. 

Biologisch ist die Tatsache, daB die aktuelle H-lonenkonzentration 
der Protoplasmaoberflache von der Salzkonzentration des Mediums 
mitbestimmt wird, von auBerordentlich grober Bedeutung. In dem 
Konzentrationsintervall, das den gebrauchlichen Nahrlésungen ent- 


9 


spricht, also 10-* bis 10-3 n, nehmen die Weizenwurzeln an der Ober- 


flache py-Werte von etwa 5,5 bis 6,5 an. Hierdurch wird der Potential- 


unterschied zwischen Wurzel und Lésung stark gesenkt. Er betragt in 
dem angegebenen Konzentrationsgebiet etwa 40 bis 90 mV gegen etwa 


' Bei der Wiedergabe der logarithmischen Forme! ist ein Fehler unter- 
laufen [(1), S. 65]. Die richtige Wiedergabe ist 
[LcxK [ZeK+] [Len 
a-log log K + log -~, L h-log—, | . 
|\L cH) (Z cu] \‘Zex| 


12* 
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200 mV maximal. Diese ,,Entladung*: der Plasmamembran tragt wirk 
sam zu einer Verbesserung der Bilanz zwischen Kationen- und Anionen 
aufnahme bei. Bei hoher negativer Ladung der Membran werden Kation:y 
leicht, Anionen dagegen schwer oder gar nicht hindurchgelass:y 
Je geringer die negative Ladung wird, um so ungehinderter passieren 
die Anionen, Man kann hieraus den SchluB ziehen, daB das Verhaltnis 
Kationen aufgenommen 

- - mit der mV-Zahl der Plasmamembran. 
Anionen aufgenommen 
d. h. umgekehrt wie die Konzentration der Salzlésung, steigt oder fiillt 
Versuche iiber die Aufnahmegeschwindigkeit von K’ und NOs, aus 
Kaliumnitratlésungen verschiedener Konzentration bestatigen auch 
diesen aus den Potentialmessungen gezogenen SchluB (Tabelle 1). 


Tabelle 1. Aufnahme von K’ und NO’, in Weizenwurzeln. 
Zeit, 6 Stunden. 





Konzentration der ira td th , x” ; ‘ 
K NO.-Léeung K° aufgenommen N O., aufgenommen xO! Anfangspotential 


n/0001 0,077 mMol 0,104 m Mol 0,77 etwa 70 m\ 
n 0010 0200 =. 0,612 =, 0,43 ~ 25 


Die in Abb.2 wiedergegebenen Versuchsreihen zeigen, dai bei 
einer Salzkonzentration von etwa »/10 die H-lonenkonzentration det 
Plasmamembran auf den Wert der Lésung, in diesem Fall 10-7 n 
herabgeht und dai} bei weiterer Konzentrationssteigerung eine Umladung 
der Membran erfolgt. Dieser Befund hat grobes theoretisches Interesse 
denn es mu® der SchluB} gezogen werden, da bei hohen Salzkonzen 
trationen die Plasmamembran einen Zustand der Instabilitaét annimmt 
Es kann hier auf die Beobachtungen von Hansteen-Cranner hingewiesen 
werden, welcher fand, daB in starken Neutralsalzlésungen groBe Mengen 
von Phosphatiden aus den Zellen austreten (3). 


Beziehungen zwischen Membranpotential, Anionenaufnahme und 
Atmung. 


Die Wurzelpotentiale wurden 2 Minuten nach dem Eintauchen der 
Wurzeln in die Lésung gemessen. Die Erfahrung hat gelehrt, daf in 
dieser Zeit der kolloidchemisch bedingte Lonenaustausch fertig ist. Es 
macht, wie Versuche lehren, keinen Unterschied, ob die Wurzeln direkt 
aus einer Nahrlésung, aus destilliertem Wasser oder aus einer sehr ver 
diinnten Saure (z. B. 10-4n HCl) in die Salzlésung gebracht werden 
Die Umladung erfolgt immer glatt in Ubereinstimmung mit den Ad 
sorptionsregeln [Gleichung (3)]. 

Nun steht aber die Plasmamembran an der Innenseite in Kontakt 
mit dem beweglichen. chemisch aktiven Protoplasma. Die an der Auben- 
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seite der Membran adsorbierten Kationen werden allmahlich nach 
innen abgegeben, neue treten von auBen hinzu usw. Ferner werden bei 
der Atmung ununterbrochen H,CO,-Molekiile und HCQO,-lonen aus- 
geschieden. Obwohl Kohlensaure eine schwache Saure ist, tragen die 


HCO,-lonen zu einer gewissen Erhéhung des Ley-Wertes und, weil 


hierbei Zcey/Ley abnimmt, zu einer Senkung der negativen Ladung der 
Plasmamembran bei. Untersuchungen iiber den Zusammenhang 
zwischen Atmung und lonenaufnahme lehren, da, in Molaritat ge- 
rechnet, immer bedeutend mehr Kohlensaéure ausgeschieden wird als 
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Abb. 3. Registrierkurven des Wurzelpotentials in Chlorkaliumlésungen verschiedener 
Konzentration. 


Anionen aufgenommen werden. Hierdurch findet, namentlich bei 
schwerer aufnehmbaren Anionen, wie Cl’ und SOj, eine allmahliche 
Erhéhung des cy-Wertes des Mediums statt (— Senkung des py-Wertes). 
Der Quotient Zcy/Leq und folglich auch die Potentialdifferenz nimmt 
dementsprechend ab, besonders wenn das Medium nicht stark geriihrt 
wird, so dafgS in der nachsten Umgebung der Wurzeloberflaiche eine 
CO,-reiche Zone sich ausbildet. 

In Abb. 3 sind zwei Versuche iiber die zeitliche Verschiebung der 
Potentialdifferenz zwischen Wurzel und Medium wiedergegeben. 
In KCl 10-4 n_ ist das Anfangspotential (,,Austauschpotential*‘) 

110 mV. Nach etwa 14 Minuten ist eine Senkung auf etwa 46 mV 
erreicht und dieses Niveau, das wir als das ,,Arbeitspotential’ bezeichnen 
kénnen, erhalt sich dann lange Zeit fast konstant. In KCl 10-3 n betrug 
das Austauschpotential 65 mV und das nach 11 Minuten erreichte 
Arbeitspotential betrug 20 mV. Langer dauernde Versuche lehren, 
da das Arbeitspotential stundenlang erhalten bleibt, wenn nur die 
chemische Zusammensetzung der Lésung nicht verandert wird. Man 
hat sich also vorzustellen, daB das Austauschpotential der Ausdruck 
fiir die schnell einsetzenden, von der Atmung unbeeinfluBten Gleich- 
vewichte zwischen den Kationen der Lésung und den Kationen der 
Plasmamembran ist. Dann setzt vor allem der EinfluB der Atmung 
ein, durch welche ein gewisser Ausgleich der momentan einsetzenden 
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hohen Potentialdifferenz stattfindet. Das Arbeitspotential ist de 
Ausdruck fiir das dynamische Gleichgewicht zwischen Salzionen 


H-Ionen und Atmung. 

In friiheren umfangreichen Untersuchungen (4) ist dargelegt 
worden, da die Kationenaufnahme nicht in niiherer Beziehung 2u; 
Atmung steht. Die Potentialmessungen bringen die Erklarung hierfiir 
Weil die Wurzel aus den oben angegebenen Griinden in der Regel einen 
etwas héheren cy-Wert als das Medium annimmt, so ist die Kationen. 
absorption ohne jeden zusdtzlichen Energieaufwand gesichert. Die Ka 
tionen werden ja in der Richtung des Potentialgefalles absorbiert. Aus 
demselben Grunde kénnen aber die Anionen erst unter Zugabe von 
Energie gegen die Richtung des Potentialgefalles absorbiert werden 
(also gegen die negative Ladung der Membran). Die nétige Energie wird 
offenbar durch die Atmung geliefert und hieraus entsteht eine gewisse 
quantitative Beziehung zwischen Atmung und Anionenaufnahme. /)i: 
Anionenatmung hat also nach der hier entwickelten Theorie die Bedeutung. 
das negative Potentialgefalle Wurzeloberfldache: Medium zu tiberwinden, 
so dap Anionen mit meBbarer Geschwindigkeit aufgenommen werden. 

Diese wichtige Folgerung tiber solche biologische Grenzpotentiale, 
in denen die Protoplasmamembran negative Ladung annimmt, wird in 
einer folgenden Mitteilung behandelt. 


‘ 
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Beitriige 
zur biologischen Zellsubstanzsynthese der Hefe. 
IV. Mitteilung: 
Dauerziichtungsversuche mit einfachen Kohlenstoffverbindungen. 
Von 
Hermann Fink und Jos. Krebs. 


(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation 
an der Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1938.) 


In unserer III. Mitteilung wurde gezeigt, dai bei der Massen- 
ziichtung von Torula utilis nach dem Liiftungsverfahren in sonst nur 
anorganischer Nahrlésung der vergirbare Zucker als Kohlenstoffquelle 
durch einfache Kohlenstoffverbindungen wie Milchsaiure, Brenztrauben- 


siure, Glycerin, Athylalkohol, Essigsaure, Acetaldehyd usw. ersetzt werden 


kann. Trotzdem konnten Ausbeuten an Hefetrockensubstanz und Eiweib 
erhalten werden, die was die GréRenordnung betrifft denen bei 
der Verwendung von Zucker ahnlich lagen. Die praktisch méglichen 
Hochstausbeuten aus diesen Stoffen, die iibrigens durch die Werte der 
ILI. Mitteilung noch nicht fiir alle der genannten Substanzen endgiiltig 
festgelegt sind, scheint in vergleichbaren Fallen, wie z. B. beim Vergleich 
von Acetaldehyd, Essigsiure und Alkohol, irgendwie mit dem Energie- 
inhalt zusammenzuhangen, da der energiereichere Alkohol z. B. eine 
viel h6here Ausbeute ergab als Essigsiure: sie war auch héher als bei 


Glucose. 


Besonders wichtig war dann noch die Feststellung, daB einige der 
oben genannten Stoffe, gemeinsam mit Glucose als Kohlenstoffquelle 
fiir die biologische Zellsubstanzsynthese eingesetzt, héhere Ausbeuten 
ergaben als fiir sich allein. Beriicksichtigt man nun den von uns in 
zahlreichen Standardversuchen ermittelten Wert fiir die praktisch 
mégliche Héchstausbeute aus Traubenzucker, so findet man, daB die 
Ausbeute aus dem Gemisch gewissermafen superadditiv oder exaltiv 
ist. Ein Erklérungsversuch dieser Erscheinung wird anlaBlich der 
Gesamtdiskussion unserer experimentellen Ergebnisse gegeben werden. 


Der vorliegenden Mitteilung lag nun folgende Fragestellung zu- 
grunde. Wenn unsere Auffassung richtig ist, da diese einfachen 
C-Verbindungen bei der Massenziichtung von Torula utilis geeignet 
sind, den Zucker vollwertig zu ersetzen, so muB es méglich sein, die 
Hefe wiederholt in diesen Stoffen weiter zu ziichten derart, daf} ein 
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kleiner Teil der Erntehefe (etwa !/, bis ! ,,) immer wieder als Anste|| 
hefe (Impfkultur) fiir die folgende Ziichtung zur Verwendung kommt, 


ohne daB ein merklicher dauernder Abfall der Ausbeute an zugewachsener 


Zellsubstanz oder eine merkliche Veranderung ganz allgemein der 
wesentlichen Eigenschaften der Hefe in chemischer wie physiologischer 
Hinsicht eintritt. Es darf also weder in bezug auf die analytisch 
chemisch festzustellende Zusammensetzung, noch in bezug auf den 
Gehalt an Wirkstoffen, wenn sich einmal ein gewisses Niveau im Verlauf 
der kontinuierlichen Ziichtung eingestellt hat, sich eine dauernde 
Anderung vollziehen, die im Gesamturteil als eine Schadigung der 
Nachkommenschaft gedeutet werden miiBbte. 


Unsere bisherigen Versuche erlaubten hieriiber noch keine definitive 
Aussage. Es bestand vielmehr bei einmaliger Ziichtung, selbst wenn 
starke Zellsubstanzvermehrung eintritt, immerhin der Einwand, dal 
die noch aus zuckerhaltiger Nahrlésung stammende Ausgangshefe 
fiir die folgende einmalige Fiihrung im neuen Substrate der einfachen 
C- Quelle noch einen gewissen ausreichenden Vorrat, z. B. an einem 
lebenswichtigen Wirkstoff, mitgebracht habe, ohne denselben nun 
neu zu synthetisieren. Nur die gegliickte Dauerziichtung tiber viele 
Passagen konnte die experimentelle Grundlage fiir den Beweis sein, dal} 
tatsichlich die Totalsynthese aller fiir das Hefeleben wichtigen Zell- 
inhaltsstoffe aus der betreffenden’ einfachen Kohlenstoffverbindung 
méglich ist. 


A. Dauerziichtung in Essigsiure als einziger C-Quelle. 

Kine derartige Dauerziichtung wurde nun zunachst in 1°, iger 
Essigsaure durchgefiihrt. Zehnmal wurde die gleiche Hefe immer wieder 
weiter gefiihrt, ohne dabei besondere Héchstausbeuten anzustreben. 
Dies wird noch die Aufgabe spaterer Versuche sein. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe sind in der Tabelle I kurz zusammengestellt. 


Es ist aufgefiihrt : 


In Spalte 1: die Folge der Ziichtungen. 
g g 
2: der Zuwachs an Hefetrockensubstanz. 


e 3 u. 4: der Gehalt der Erntehefe an Stickstoff und Eiweil 


in. “. 
5 u. 6: der Zuwachs an Stickstoff bzw. an Eiweif in g. 
7 u. 8: die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz bzw. Eiweil) 


aus 100g der angewandten Essigsaéure, berechnet 
auf 100 °/,ige Essigsaéure. 

9u. 10: die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz bzw. Eiweils 
aus 100g des angewandten Kohlenstoffs. 


iH: Vermehrungsfaktor. 


Vit 
her 
det 
ther 
SCT) 
den 
laut 
nde 


cle r 
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labelle I. Dauerziichtung von Torula utilis in Essigsaure. 





Versuch 
Zuwachs 
in der Erntehefe 
Stickstoffzuwachs 
Vermehrungsfaktor 


in der E 


10,1 63,1 0,86 
9,4 58,8 0,83 
9,6 60,0 0,75 
9.6 60,0 0.75 
9,6 60,0 0,76 
9,1 56,8 0,68 
9,4 58,8 0.72 

0 | 69,4 0,67 

98 61,2 0,75 

9,4 58,8 1,27 


a 
a 


x 


= hm 0D a} a3 ¢ 
SS Halt HO 


as) ee ee ee ee 


Mittel- 


wert: 9.6 59,7 2% 96,2 


Die Aussaathefe fiir den ersten Versuch wurde nach der iiblichen 
Stellhefeziichtung in einer Holzzuckerlésung der ,,Bergin A.-G.** heran- 
gefiihrt. Als Aussaathefe fiir die folgenden Versuche wurde jeweils ein Teil 
der Erntehefe des vorhergehenden verwendet. Als GargefaB diente die 
zur Heranziichtung der Aussaathefe fiir die Standardversuche verwendete 
und bereits beschriebene einfache Apparatur. Die einzelnen Versuche 
folgten in Zwischenréumen von je | Tag aufeinander. 

Zur Verwendung gelangten fiir Versuch | bis 9: 20,0 g¢ Essigsaéure 
(100 °/,ig), in 1 °4iger Lésung mit 0,6g Magnesiumsulfat und 2,3 g primarem 
Kaliumphosphat, sowie 180 cem verdiinnte Ammoniaklésung, entsprechend 
0.87 g Stickstoff. Als Aussaathefe dienten 12,0 g abgepreBte Torula utilis. 
Die Ziichtungstemperatur betrug um 28° bis 29°C. Die Ziichtungsdauer 
war 8 Stunden. 

Ziichtung 10 wurde in einer 2% igen Nahrlésung durchgefiihrt: es 
kamen demnach die doppelten Mengen an Essigsiure und Nahrsalzen zur 
Verwendung. Die Temperatur war um 29°C; die Ziichtungsdauer betrug 
814 Stunden. 

Die einzelnen Ziichtungen verliefen glatt; die Hefe wies stets normales 
Aussehen auf und war von normaler Zusammensetzung. Der Aschegehalt 
der aus der 9. Ziichtung erhaltenen Hefe betrug 8,60. 


Die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz, sowie an Eiweif schwanken 
cwischen 34,80 und 44,9°% bzw. zwischen 19,99, und 25,8°., und 
hetragen im Mittel 38,48° 


Die spektroskopische Untersuchung der so _herangeziichteten 


Trockensubstanz bzw. 22,99°,, Eiweif. 


oO 


Torula utilis lieferte das typische vierbandige Absorptionsspektrum 
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des Cytochroms, des am Mechanismus der Zellatmung_ beteiligte 
Farbstoffes vom Backereihefentypus! a, b, ¢, d. 

Eine gréBere Menge der in der beschriebenen Weise aus Essigsaure 
gewonnenen Hefe wurde auf einem Walzentrockner getrocknet. Das 
hierbei erhaltene Produkt wies einen angenehmen, aromatischen Ge- 
ruch und Geschmack auf und hatte folgende Zusammensetzung : 


Rohprotein in der Trockensubstanz 


Asche in der Trockensubstanz 


Versuche mit Acetaldehyd und Alkohol fiihrten zu entsprechenden 


Ergebnissen. 


B. Dauerziichtung in Acetaldehyd als einziger C-Quelle. 
Friihere Versuche der ILI. Mitteilung hatten ergeben, daB eine verdiinnte 
Lésung von Acetaldehyd als alleiniger Kohlenstoffquelle zusammen 
mit den nétigen mineralischen Nahrsalzen ein vollstandiges Nahr 
substrat fiir das Wachstum von Torula utilis bei einmaliger Ziichtung 
darstellt. Die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz betrugen_hierbei 
bis zu 49,5°,, der angewandten Acetaldehydmenge. In Verfolg der 
oben erérterten Problemstellung wurde eine Versuchsreihe von vier 


aufeinanderfolgenden Ziichtungen durchgefiihrt, wobei ein Teil der 
geernteten Hefe wieder zur Aussaat gelangte. 


Die Ziichtungen wurden in der zur Heranziichtung der Aussaathetfe 
fiir die Zucker-Standard-Versuche benutzten und schon beschriebenen 
einfachen Géarapparatur, naimlich in offenen zylindrischen Glasstutzen 
mit einem Inhalt von etwa 3 Liter durchgefiihrt. Nahrlésung war eine 
wisserige 1%ige Acetaldehydlésung — insgesamt 30g nicht weiter vor 
behandelten Acetaldehyds, Sdp. 21°, ,,fiir analytische Zwecke** der Firma 
Schering enthaltend —, in welcher noch 1,75 g KH, PO, und 0,80 g MgSO, 
-7H,O gelést waren. Die erforderliche Stickstoffmenge (2,00 g) wurde im Ver- 
lauf der Ziichtung in Form von stark verdiinntem Ammoniak zugegeben. Die 
Ziichtungstemperatur betrug um 30° C. Die einzelnen Ziichtungen dauerten 
8 Stunden. Aussaathefe fiir die 1. Ziichtung war eine in Holzzucker heran 
gefiihrte Torula utilis. 


Die wesentlichsten Versuchsergebnisse sind in der nachfolgenden 
Tabelle Il zusammengefaBt. 

Die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz sowie an Eiwei® sind aller- 
dings ziemlichen Schwankungen unterworfen, doch diirfte die Ursache 
darin zu suchen sein, daB die Ausbeuten nicht auf die Menge des bei 
der Ziichtung verschwundenen und von der Hefe assimilierten Acet- 


! H. Fink, Zeitschr. f. physiol. Chem. 210, 197—219, 1932. 
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Tabelle II. Dauerziichtung in Acetaldehyd. 





Aussaathefe 


Erntehefe Zuwachs Ausbeute * 


| 


Aldehyd 


iwei8 


E 
je 100g 


Acetaldehyd 


Versuch 
Angewandte Menge 
100g Aldehyd 
Vermehrungsfaktor 


Hefetrockensubstanz 
in der Trockensubstanz 
Hefetrockensubstanz 

je 


Hefetrockensubstanz 
in der Trockensubstanz 


Vo) 
° 
R 


30,0 58,00 2,59 ,, 17,62) 59,05 10,41 13,15 7,82 | 43,84 26,07 
2 30,0 59,05 3,55 || 15,24 56,45 8,61. 9,22.5,06 30,74 16,87 
3 30,0 11,69 6,86 22,88 
4 29,0 13,33 8,76 30,20 
Mittel- 
wert: | - 58,53 67,765) — - 31,92\21,47 | 1:2,9 


* Die Ausbeuten sind bezogen auf die angewandte Aldehyémenge. Die restliche, in der ver- 
gorenen Fliissigkeit noch enthaltene und die durch Verdunsten der Verwertung entgangene Aldehyd- 
menge blieb also unberiicksichtigt. 


aldehyds, sondern auf die gesamte angewandte Menge bezogen wurde. 
Die in der vergorenen Fliissigkeit noch enthaltene und die durch Ver- 
dunsten der Assimilation entgangene Aldehydmenge blieb also un- 
beriicksichtigt. 

Immerhin zeigte die Erntehefe des Versuchs 4 unter dem Mikro- 
skop ein sehr gutes Aussehen, so daB hiermit sich die Reihe der Ver- 
suche noch beliebig hatte ausdehnen lassen. Dies unterblieb bzw. 
wurde zuriickgestellt, da nur Versuche mit gleichzeitiger Bilanzierung 
unter Erfassung des verfliichtigten Acetaldehyds den Arbeitsaufwand 
bei einer langeren Dauerziichtung gelohnt hatten. (NB. Spektro- 
skopisch betrachtet, wies die Erntehefe des Versuchs 4 das typische 
vierbandige Absorptionsspektrum des Cytochroms auf.) 


(. Dauerziichtung in Athylalkohol als alleiniger (-Quelle. 


Aus gleichen Erwagungen heraus, wie bei den vorhergehenden Ver- 
suchsreihen mit Essigsiure und Acetaldehyd, wurde eine entsprechende 
kontinuierliche Serienziichtung von Torula utilis in verdiinnter Alkohol- 
losung durchgefiihrt. Vor allem aber sollte diese Versuchsreihe ein 
Beitrag zur Klarung der Problemstellung sein, inwieweit wilde Hefen, 
speziell Torula utilis, befahigt sind, ihren gesamten Wuchsstoffbedarf 
durch eigene Synthese zu decken und damit sich auf ganzlich wuchsstoff- 
freien Substraten, wie sie eine Alkohollésung sicher darstellt, in Dauer- 
ziichtungen zu wachsen und sich zu vermehren. 
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Aus diesem Grunde wurde die erste und elfte Ziichtung in gréBeren 
Dimensionen ausgefiihrt, um fiir Fiitterungsversuche geniigende Mengen 
an Trockenhefen zu erhalten. Je 1 kg Trockenhefe der ersten und 
letzten Fiihrung wurde an Herrn Prof. Dr. Scheunert, Direktor des 
veterinar-physiologischen Instituts der Universitat Leipzig, zur Be 
stimmung des Vitamin B-Komplexes in Tierversuchen gesandt. 


Die Ziichtungen 1, 9, 10 und 11 wurden in dem 200 Liter fassenden, 
verzinnten Kupferbottich unserer Stellhefeanlage ausgefiihrt, die Versuche 2 
bis 7 in einem offenen, zylindrischen Glasstutzen mit etwa 3 Liter Inhalt, 
Versuch 8 in den offenen Standard-Apparaturen mit zwei Glasréhren 

Nahrsubstrat war eine etwa I- bis 2 %ige Athylalkohollésung —es kan 
94,5 °%oiger mit Petrolather vergallter Alkohol ohne vorherige Reinigung 
zur Anwendung der die erforderlichen anorganischen Nahrsalze in hin 
reichender Menge, bestehend aus prim. Kaliumphosphat, Ammoniumsulfat 
und Magnesiumsulfat zugesetzt waren. Der fehlende Stickstoff wurde al. 
Ammoniak im Verlaufe der Ziichtung zugegeben. Die Versuchsdaue: 
erstreckte sich auf 8 bis 10 Stunden. Aussaathefe fiir die erste Ziichtung 
war eine in Holzzucker herangefiihrte Torula utilis. Bemerkenswert may 
noch sein, daB im Verlaufe von fast allen Ziichtungen ein intensiver Este) 
geruch (vermutlich Essigsdure-Athylester) auftrat. 


Die wesentlichsten Versuchsergebnisse sind aus der umstehenden 





Tabelle ILI zu ersehen. 


Tabelle III. Dauerziichtung in Athylalkohol. 





Aussaathefe Zuwachs Ausbeute * 


N 
x= 
$ 
% 
z 
< 
a 
> 4 
i 
as 


c) 


faktor 


“] Menge 


Athvlalkohol (100 © 
Alkohol 


Versuch 
te 
ebrunme 


Kiweil 
> 100g Alkohol 


Kiweib 
EiweiB 
Eiweib 
100g 


Hefetrockensubstanz 
je 
je 


Hefetrockensubstanz 
Hefetrocke 


in der Trock 


nn 


3836.0  898,0 59,95 538,0 2978,0 59,55 1773.0 2080,0 1235.0 54,29 32,20 
30,63. 10,36 24,97| - 14,61 47,70 ~ 
30,63 9,54 24,78 15,24 49,75 - 
30,63 9,20 27,20 18,00 58,75 
30,63 9,26 23,48 14,22 46,75 
30,63 9,27 22,75 13.48 44,00 
30,63 9,60 25,72 16,12 52,63 
268,0 23,50 117,2 93,7 34,97 
9 |§1914,0 99,80 . 383,7 283.9 14,82 
10 1914,0 376,8 1098,0 - 721,2 37,65 
11 1914,0 1066.0 59,24 631,6), 2031.0 59,51'1208,0' 965.0 576.4 50,40 30,11 


Mittel- 
wert: 59,60 59,53 44,69 31,16 1 

* Die Ausbeuten sind bezogen auf die angewandte Alkoholmenge. Die restliche, in der ver- 

gorenen Fliissigkeit noch enthaltene und die durch Verdunsten der Assimilation entgangene Alkoho! 


menge blieb also unberiicksichtigt 
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Auch hierbei wurde nicht auf Héchsternten besonderer Wert 
velegt. Die Ausbeuten sind bezogen auf die gesamte angewandte Alkohol- 
menge ohne Beriicksichtigung der Verdampfungsverluste. Hierin 
diirfte auch in erster Linie die Ursache fiir die verhaltnismaBig starken 
Schwankungen der Ausbeutezahlen zu suchen sein. 


Ergebnisse. Es ist gezeigt worden, dab die Dauerziichtung von 
Torula utilis statt mit Zucker mit den C,-Verbindungen Essigsaure, 
\cetaldehyd und Alkohol als alleiniger Kohlenstoffquelle und mit sonst 
nur anorganischen Nahrstoffen nach dem Lufthefeverfahren  glatt 
velingt. Einerseits aus dem Niveau, auf dem sich die Hefeernten, die 
iibrigens durch diese schon vor langerer Zeit durchgefiihrten Versuche 
noch nicht endgiiltig festgelegt sind, wahrend der vier- bis elfmaligen 
Weiterziichtung halten und andererseits aus der gleichbleibenden 
analytischen Zusammensetzung der geernteten Hefesubstanz ist zu 
schlieBen, da auch hier eine unbegrenzt lange Weiterziichtung wohl 


méglich ist. Damit ist bewiesen, daf} der wilden Hefe Torula utilis 
Essigsiure, Acetaldehyd, Alkohol als einzige Kohlenstoffquellen ge- 
niigen, um alle integrierenden lebenswichtigen Zellbestandteile ohne 
Zufuhr von Wirkstoffen synthetisieren zu kénnen. In diesem Sinne 
sprechen auch die inzwischen von A. Scheunert! durchgefiihrten Unter- 


suchungen iiber den Vitamin B-Gehalt in unseren Hefen. 


Es ist nun auch die Annahme berechtigt, daB der Weg der Dissi- 
milation des Zuckers bzw. der Weg der Bildung zelleigener Stoffe beim 
Hefewachstum iiber die genannten Substanzen oder wenigstens eine 
derselben geht, da’ also gewisse Phasen der Zellsubstanzsynthese 
aus Zucker analog wie bei der alkoholischen Garung verlaufen. 

Unsere Arbeitsweise konnte auch in technischen Versuchen im 
8000 Liter MaBstabe in einer Versuchsanlage mit positivem Erfolge 
erprobt werden. Da die genannten Kohlenstoffverbindungen heute 
schon aus Kohle groBbtechnisch gewonnen werden kénnen, ist somit 
erstmalig ein technisch gangbarer Weg von der Kohle zum biologisch 
hochwertigen FuttereiweiB erschlossen, das bisher nur in Abhangig- 
keit von der Scholle erhalten werden konnte. Hierauf ist von uns? 
schon hingewiesen worden. 

Da die Rohstoffe so, wie sie anfallen, verwertet werden kénnen und 
keinerlei Ballaststoffe enthalten sind, sondern nur noch die erforderlichen 
magnesium-, kalium- und phosphorsiurehaltigen Nahrsalze sowie Ammo- 
niak ohne besonderen UberschuB zuzusetzen sind, ist der Fabrikations- 
vorgang hierbei ein denkbar einfacher. Da ferner die vergorene Fliissigkeit 
nach Abtrennung der Hefe praktisch frei von gelésten Stoffen ist, bestehen 
auch hinsichtlich der Abwasserbeseitigung einer gegebenen Futterhefeanlage 
keinerlei Schwierigkeiten. 


! Veréffentlichung erscheint demniachst. — ? Angew. Chem. 51, 475, 1938. 
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CGiimstiger als die alleinige Anwendung von Essigséure beziiglich de 
Ausbeuten ist die gleichzeitige Verwendung von Zucker und Essigsaur 

Wahrend die Herstellung von Futterhefe aus Essigsaéure, Acetaldehyd 
und Alkohol wegen noch zu hohen Preises (mindestens 800,— bis 900,— R\ 
pro Tonne Trockensubstanz} mit dem enorm billigen Weltmarkteiwei|} 
nicht konkurrenzfahig ist, ist heute schon dieses von uns erstmals entdeckt; 
Prinzip der superadditiven Hefeausbeuten von praktischer Bedeutung, da 
die bei den einzelnen Holzverzuckerungsverfahren als Nebenprodukt in 
unreinem Zustande anfallende Essigsiéure zusammen mit Holzzucker aut 
Futterhefe mit gesteigerter Ausbeute verarbeitet werden kann. Der ein 
von uns hat schon darauf hingewiesen, daB die Ausbeute an Hefetrocken 
substanz z. B. beim Bergius-Verfahren dadurch um rund 8 % bei Verwendung 
von Nadelholz und um rund 14% bei Verwendung von Buchenholz e: 
héht werden kann}. 


1 Angew. Chem. 51 475, 1938 a. a. O. 


Nachtrag. Neuere Dauerziichtungen zum Studium der Frage de: 
Hefehéchsternten aus verschiedenen Bergius-Holzzuckerlésungen, die 
gemeinsam mit J/lig im Sommer vorigen Jahres durchgefiihrt worden 
sind, brachten erneut eine so erhebliche Steigerung der Ausbeutezahlen 
gegeniiber unseren ersten Werten! und gegeniiber der Héchstausbeute 
aus reinem Traubenzucker, da eine Erklarung nur durch Mitverwertuny 
der Pentosen und anderer Kohlenstoffquellen auBer Essigsiure in 
den Schlempen gegeben werden konnte. Gegeniiber friiheren negativen 
oder nicht ganz eindeutigen Befunden ist es nun in unserem Labora- 
torium FR. Lechner im Rahmen seiner Habilitationsarbeit tiber Pentosen- 


vergérung gelungen, den Nachweis zu erbringen, da Torula utilis 
auch in rein mineralischer Nahrlésung Xylose fiir sich allein oder auch 
im Gemisch mit Glucose zur Zellsubstanzsynthese mit bester Ausbeute 
verwerten kann. Auch Galactose, die ebenfalls bisher der Assimilation 
nicht oder nicht regelmaBig zuganglich erschien, zeigte sich nunmehr 


als verwertbar. Die Ausbeuten sind in beiden Fallen der GréBen 
ordnung nach der aus Glucose ahnlich, 


' Zeitschr. f. Spiritusind. 59, 373, 1936. 
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Uber die spezitisch-dynamische Wirkung und die 
Desaminierung der Aminosiiuren’. 
Von 
K. Oberdisse. 
(Aus der Medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1938.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die vorliegenden Untersuchungen befassen sich mit dem zeitlichen 
Zusammenhang zwischen spezifisch-dynamischer Wirkung der Amino- 
siuren und ihrgm intermediaren Abbau. Man bezieht mit Recht die 
spezifisch-dynamische Wirkung des EiweiBes auf die bei der Eiweib- 
spaltung entstehenden Aminosiuren, ohne da. Einigkeit dariiber 
erzielt worden ware, auf welchem Wege die Aminosiuren die spezifisch- 
dynamische Wirkung erzeugen. Manche Autoren sprechen von einer 
Reizwirkung der Aminosauren selbst auf das Kérpergewebe (Bornstein ?, 
Lusk®, in jiingster Zeit auch Szakdll*). Diese sogenannte L[rritations- 
theorie ist insofern naheliegend, als dem Vorgang der Desaminierung 
als solchem anerkanntermaBen keine nennenswerte Bedeutung fiir die 
Kalorienmehrproduktion in quantitativer Hinsicht zukommt. Wir 
konnten dies bereits vor einigen Jahren am isolierten Organ nach- 
weisen. Es besteht aber auch die Méglichkeit, daB die bei der Des- 
aminierung der Aminoséuren entstehenden N-haltigen und N-freien 
Abbauprodukte die Ursache der Mehrverbrennungen sind. Die Wirksam- 
keit dieser Stoffe wird von manchen Untersuchern abgelehnt, weil 
angeblich eine zeitliche Differenz zwischen  spezifisch-dynamischer 
Wirkung und Desaminierung besteht. Wir werden in unseren Unter- 
suchungen zeigen, daB dies nicht der Fall ist. Die zahlreichen Versuche 
des Schrifttums, die die Parallelitat zwischen spezifisch-dynamischer 
Wirkung und Aminosaurespiegel im Blute nachweisen, sagen nichts 
dariiber aus, ob zur Zeit des Gipfels der spezifisch-dynamischen Wirkung 


bereits eine Spaltung der Aminosdiuren eingetreten ist. Bekanntlich 


ist auch die Harnstoffausscheidung im Urin in dieser Hinsicht kaum 
zu verwerten: denn der Harnstoff kann nach seiner Bildung im Gewebe 
retiniert und erst spaiter ausgeschieden werden. 
Unter diesen Umstanden schien es uns richtig, die zeitlichen Be- 
ziehungen zwischen der Steigerung der Kalorienproduktion und dem 
1 Uber die Ergebnisse wurde bereits kurz auf dem Kongre® fiir Ver- 
dauungs- und Stoffwechselkrankheiten, Stuttgart 1938, berichtet. 
* A. Bornstein, diese Zeitschr. 212, 137, 1929. —*G. Lusk, Ergebn. d. Physiol. 
33, 103, 1931. 4 4. Szakall, diese Zeitschr. 291, 122, 1937. 
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Erscheinen der Desaminierungsprodukte im Blute naher zu untersuchen 
Von diesen Stoffen ist das Ammoniak im Blute am leichtesten nach. 
zuweisen, jedenfalls einfacher als die oft sehr fliichtigen N-freien Pro. 
dukte. Wie wir aus Bornsteins Untersuchungen (a.a. 0.) wissen 
entstehen im tierischen Organismus aus den Aminosauren groBe Mengen 


NH,. Wir gingen so vor, daB wir waihrend des Ablaufs der spezifisch- 
dynamischen Wirkung den NH,-Gehalt des Blutes kurvenmabig ver. 


folgten. 
Methodik. 


Die Untersuchungen fiihrten wir an Hunden durch, deren Gewicht 
zwischen 8 und 24 kg lag. Um den Ablauf der spezifisch-dynamischen 
Wirkung im einzelnen verfolgen zu kénnen, waren kurzfristige Versuche 
notwendig, die den O,-Verbrauch der Tiere in kurzen Versuchsabschnitten 
zu erfassen gestatteten, so daB sich die spezifisch-dynamische Wirkung 
kurvenmaBig darstellen lie’. Ein solcher Respirationsversuch mu sich 
iiber mindestens 7 Stunden erstrecken. Wie aus unseren Kurven hervo1 
geht, sind vielfach erst nach dieser Zeit die Ausgangswerte wieder erreicht 
Dies gilt vor allem fiir den N H,-Stoffwechsel. Zur Bestimmung des O,-Ver 
brauchs benutzten wir die Knippingsche Gaswechselapparatur mit de: 
Wechselschaltvorrichtung. Der AnschluB der Tiere erfolgte durch eine 
Trachealkaniile nach T'rendelenburg. Ich halte diese Methode fiir die zweck 
maBigste, weil die Schwierigkeiten hinsichtlich Dressur und Abdichtung 
wesentlich geringer sind als bei Verwendung von Masken, die wir im An 
fang benutzten. In der Zwischenzeit tragen die Tiere eine kurze dicke 
Dauerkaniile, die mindestens zweimal am Tage herausgenommen und ge 
reinigt werden mu. Erst wenn sich die Tiere 1 bis 2 Monate an diese Daue 
kaniile gew6hnt haben, kann man mit den Gaswechselversuchen beginnen. 
Eine langdauernde Dressur und Gewé6hnung an Laboratorium und an die 
Versuchsbedingungen sind Voraussetzung, Wahrend des Versuchs nahmen 
die Tiere Seitenlage ein. Sie ruhten auf einem gepolsterten Tisch und wurden 
mit einem diinnen Tuch zugedeckt, damit eine méglichst gleichmiabige 
Umgebungstemperatur erzielt wurde. Absolute Kérperruhe war bei den 
von uns ausgesuchten Hunden nach langerer Gew6hnung stets zu erzielen. 
Stérende Geraéusche aus den Nachbarraéumen sind in einer Klinik allerdings 
nicht immer zu vermeiden. Ich hatte den Eindruck, daB das gleichmafbig 
surrende Gerdusch der Rotationspumpe am Gaswechselapparat einen 
giinstigen EinfluB entfaltet, insofern als es unerwiinschte Geraéusche vei 
deckt. Der einzelne Respirationsversuch dauerte 20 Minuten. Dazwischen 
schalteten wir eine Pause von 8 Minuten ein. In dieser Zeit legten wir dias 
Tier gewéhnlich auf die andere Seite. Auf diese Weise wurde der O,-Ver 
brauch in einzelnen Halbstundenwerten bestimmt. Der R.-Q. wurde nicht 
erfaBt, da hier bereits die sehr guten Untersuchungen von Wilhelmj und 
Bollman' vorliegen. Vor Bestimmung des Grundumsatzes waren die Tier 
etwa 18 bis 24 Stunden niichtern. Der Kaloriengehalt der Kost wurde so 
gestaltet, daB sich Gewichtskonstanz einstellte. Die Kost setzte sich aus 
Fleisch, Mileh, Mehl und Gemiise zusammen. Eine kleine Menge Tierkohle 
wurde beigemischt, um die Darmfaulnis herabzusetzen. 


1C.M. Wilhelm u. J. L. Bollman, J. of biol. Chem. 77, 12 
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Der Ammoniakgehalt des Blutes wurde nach der bewahrten Methode 
von Parnas-Heller mittels Vakuumdestillation bestimmt. Die Methode 
ist gewiB recht schwierig zu handhaben; bei langerer Ubung liefert sie aber 
gite Resultate. Die gréBten Fehlerquellen liegen zweifellos in der Gefahr 
der Verunreinigung der Apparatur. Vollkommene ,,chemische Asepsis** 
ist deshalb erforderlich. Am besten verwendet man ein besonderes Labo- 
ratorium, in dem nicht mit anderen N-haltigen Substanzen gearbeitet 
wird. Gummiverbindungen sind an der Apparatur ganz zu vermeiden. 
Es empfiehlt sich, statt dessen Schliffe zu verwenden. Schon oft wurde 
darauf hingewiesen, daB zwischen Blutentnahmen und Destillation kein 
lingerer zeitlicher Zwischenraum liegen darf, da die Gefahr der Spontan- 
NH,-Bildung in diesem Zeitintervall groB ist. Der Apparat mu deshalb 
analysenfertig bereit stehen, wenn man mit der Blutentnahme beginnt, 
und das entnommene Blut muB sofort ohne Verzogerung verarbeitet werden. 
Wir haben in jedem Falle Doppelbestimmungen vorgenommen, d.h. das 
aus der Vena saphena mit nur fliichtiger Stauung entnommene Blut wurde 
in zwei getrennten Apparaturen von zwei verschiedenen Untersuchern 
zu gleicher Zeit destilliert. Fiir die Niichternbestimmung und bei allen 
Proben, bei denen geringe NH,-Mengen zu erwarten waren, verwandten 
wir 2cem Blut, in den anderen Fallen 1 cem. Blind-, Haupt- und Nach- 
destillationen wurden in der iiblichen Weise vorgenommen, und zwar 
wurden in jedem Falle 18 cem in genau 10 Minuten iiberdestilliert. Eine 
konstante Destillationstemperatur erzielt man am besten durch dauernden 
Vergleich des Kélbchens mit einem zweiten, das Wasser von der gewiinschten 
Temperatur enthalt. Nach erfolgter Destillation wurde die Auswertung 
im Pulfrich-Photometer nach vorheriger NeBlerisierung vorgenommen. 
Verwandt wurde das Filter S 53 bei einer Kiivettenlange von 150 mm. 
Die Photometerwerte werden mittels einer Eichkurve in mg% NH,-N 
umgerechnet. 

Ergebnisse. 

Die nachfolgenden Versuchsergebnisse ergaben sich bei der Unter- 
suchung von fiinf Hunden. Wir verwandten zwei einfache Aminosauren, 
nimlich Glykokoll und dl-Alanin. Die meisten Versuche fiihrten wir 
aber mit Alanin aus, da es weit weniger unangenehme Neben- 
erscheinungen als das Glykokoll hervorrief. Wir verwandten die intra- 
venése Applikationsart, da man nur auf diesem Wege die beim Hund 
so hiufigen Resorptionsstérungen im Magen-Darmkanal, die das Bild 
mitunter véllig verwischen, vermeiden kann. Die Aminosdure wurde 
nach vorheriger Bestimmung des Ruhe-Niichternumsatzes in einer 
Menge von 0,157g N (= 1,0g Alanin) pro kg Ké6rpergewicht sehr 
langsam in die Vena saphena injiziert. Sie wurde verdiinnt in etwa 
80 cem physiologischer Kochsalzlésung. Einige Minuten nach der 
Injektion begannen wir mit der Bestimmung des ersten Halbstunden- 
wertes. Die erste NH,-Bestimmung erfolgte etwa 20 Minuten nach 
der Injektion. Bei den ersten Tieren versuchten wir, Gaswechsel und 
NH,-Gehalt des Blutes gleichzeitig zu bestimmen. Dies erwies sich 
aber als unzweckmaBig, weil der Gaswechselversuch zu sehr durch die 
haufigen Venenpunktionen gestért wurde. Wir haben deshalb schlieB- 
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lich die beiden Bestimmungen an verschiedenen Tagen, natiirlich unter 
genau den gleichen Versuchsbedingungen vorgenommen. Unser \o; 
gehen wurde gerechtfertigt durch die Tatsache, da sich die Ergebnisse 
an den gleichen Hunden stets in gleicher Weise reproduzieren  lie{jen 

Der Grundumsatz der Tiere wurde in zahlreichen Versuchen fest 
gestellt, bevor wir mit dem eigentlichen Versuch begannen. Er Jay 
entsprechend der verschiedenen GréBe der Tiere zwischen 56 und 
106 ccm O, pro Minute. Das einzelne Tier wurde jedoch nur in Versuch 
genommen, wenn sich Konstanz des Grundumsatzes eingestellt hatt: 
Ich erwihne, daB sich die nachfolgenden Mittelwerte ein wenig von den 
Zahlen, die im obengenannten Vortrag angegeben wurden, unterscheiden 
weil in der Zwischenzeit noch ein weiterer Hund in Versuch genommen 
wurde. 

Uber die Ergebnisse unterrichten die Abbildungen. Bei allen 
Tieren, mit Ausnahme von einem, wurden die héchsten Steigerungen 
des O,-Verbrauchs unmittelbar nach Injektion der Aminosaure in de1 
ersten halben Stunde gemessen. Im Laufe der nachsten 3 Stunden 
fielen die Werte, deren prozentuale Steigerung in den Kurven an- 
gegeben ist, bis fast zur Norm ab. Haufig zeigte sich in den nachsten 
Stunden noch ein kleiner Anstieg. Etwa 7 Stunden nach der Injektion 
wurde der Ausgangswert wieder erreicht. Die maximale Steigerung 
des Gaswechsels lag zwischen + 20,2 und + 50,2°,, im Mittel von 


allen Versuchen ergab sich ein Wert von + 32,6°/. Auf vier Hunde 


verteilen sich die Mittelwerte wie folgt: + 33,6°,, + 29,1°,, + 30,9° 
+ 36,9%. 


Als mittleren NH,-N-Gehalt des Blutes in 16 Bestimmungen 


fanden wir den Niichternwert von 0,099 mg°®,,. Die Mittelwerte fiir 


die einzelnen Tiere liegen ziemlich eng beieinander; sie betragen 0,09. 
0,100, 0,091, 0,108 mg °%. Es ist bekannt, daf der Hund einen wesent- 
lich héheren Ammoniakspiegel im Blute aufweist als der Mensch. 
Parnas’ gibt einen etwas tieferen Wert, namlich 0,075 mg®,, an. Mon- 
giou und Krause? fanden Werte zwischen 0,050 und 0,150 mg” 
wahrend Bargeton® einen Niichterngehalt von 0,090 mg°®,, angibt. 
Die von uns gefundenen Zahlen stimmen also etwa mit den Angaben 
des Schrifttums iiberein. 

In unseren Versuchen fanden wir den héchsten NH,-Wert im 
Blute unmittelbar in der ersten halben Stunde nach der Injektion 
Eine Ausnahme bildete der oben erwahnte Hund, bei dem auch die 
Steigerung des O,-Verbrauchs verspatet einsetzte. Im Mittel von allen 
Versuchen stieg der N H,-N-Gehalt des Blutes von 0,099 auf 0,461 mg” 
an, also um das 4,7 fache des Ausgangswertes. Die Ammoniakvermehrung 


1 J. K. Parnas, diese Zeitschr. 155, 247, 1925. — * J. Mongiouw u. 
F.. Krause, Klin. Wochenschr. 1984, II, 1142. — * D. Bargeton, Poumon 
et ammoniaque sanguine (Paris 1936). 
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des Blutes unter dem EinfluB der injizierten Aminosaure ist also sehr 
erheblich. Zu ahnlichen Ergebnissen ist Bornstein (a. a. O.) gekommen. 
Auch bei den NH,-Bestimmungen zeigt sich, daB die Werte ahnlich 
wie beim Gaswechsel im Laufe von etwa 7 Stunden, manchmal auch 
etwas schneller, zur Norm zuriickkehren. Der steilste Abfall erfolgt 
innerhalb der ersten 3 Stunden. 

Wie aus den Abbildungen hervorgeht, besteht ein weitgehender 
Parallelismus zwischen dem Ablauf der spezifisch-dynamischen Wirkung 
und der NH,-Kurve des Blutes. 

Abb. 1 zeigt den Ablauf beider Kurven. Die NH,-Kurve stellt die 
Mittelwerte von vier Versuchen, die O,-Kurve die Mittelwerte von 
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Abb. 1. Hund Waldmann. Bei ¥ 1,0g dl-Alanin pro kg. 
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Abb, 2. Hund Freya. Bei ¥ 1,0g dl-Alanin pro kg. 


zwei Versuchen dar. Der O,-Verbrauch ist als prozentuale Steigerung 
wiedergegeben ; die N H,-Kurve zeigt die im Blute gefundenen Werte an. 
Beide Kurven lassen einen steilen, plétzlichen Anstieg erkennen. Sie ver- 
laufen ungefahr parallel. Der NH,-Gehalt des Blutes sinkt aber spater 
zur Norm ab als der O,-Verbrauch. 

Abb. 2 zeigt ein ahnliches Verhalten. Hier ist das besonders steile 
Ansteigen des Blut-NH, in der ersten halben Stunde zu beachten. 


13* 
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Abb. 3 stellt die Mittelwerte aus je zwei Gaswechsel- und N H,-\ 1 
suchen dar. Hier kommt die Parallelitat beider Kurven besonders 
zum Ausdruck. 

Bei einem weiteren Hunde nahmen wir fiinf Versuche von ur 
5 Stunden Dauer vor. Er kam vor AbschluB der Versuche infolye 
Verstopfung der Dauerkaniile ad exitum. Bei ihm wurde der NH, 
Héchstwert mit 0,433 mg°®,, in der dritten halben Stunde, der Héchst. 
wert des O,-Verbrauchs in der vierten halben Stunde mit + 30.0 
erreicht. Das Ansteigen erfolgte auch etwa parallel, aber langsamer: 
auBerdem wurde der héchste NH,-Wert vor dem héchsten O,-Wert 
gefunden. ; 





te 
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2 Ph » 5 
Abb. 3. Hund Gerry. Bei v 1,0g dl-Alanin pro kg. 





Bei einem fiinften Hund fanden wir in zwei Versuchen die héchsten 
NH,-Werte mit 0,605 und 0,478 mg®,, in gewohnter Weise in der 
ersten halben Stunde. Der Abfall folgte entsprechend den sonstigen 
Versuchen. Der Gaswechsel wurde bei diesem Tier nicht bestimmt. 

Es laBt sich zusammenfassend feststellen, daB es bei intravendser 
Darreichung von Aminoséuren gewoéhnlich zu einem plétzlichen und 
steilen Anstieg des O,-Verbrauchs und des Blut-NH, kommt und dat 
beide Kurven einen annahernd parallelen Verlauf aufweisen. 


Besprechung. 

Unsere Versuche bieten einen neuerlichen Beweis dafiir, da sich 
eine spezifisch-dynamische Wirkung auch durch Verabreichung von 
Aminosaduren auf intravendsem Wege erzielen laBt. Zu negativem 
Ergebnis kamen bekanntlich Liebeschiitz-Plaut und Schadow', sowie 
Mulert? bei Anwendung von racemischem Alanin. Inzwischen ist 
aber die parenterale Wirksamkeit von Wilhelmj und Bollman (a. a. 0. 
und von Szakdall (a. a. O.) bestatigt worden, so daB an dieser Tatsach 
nicht zu zweifeln ist. Eine spezifisch-dynamische Wirkung 1laBt sich 
also keineswegs nur bei enteraler Zufuhr erzeugen. 


1 R. Liebeschiitz-Plaut u. H. Schadow, Pfliigers Arch. 217, 717, 1927 
— ? EF. Mulert, ebenda 221, 399, 1929. 
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Das auBerordentlich schnelle Ansteigen des NH, im Blute, das 
parallel zur Steigerung des O,-Verbrauchs verlauft, zeigt, daB die Amino- 
siure im Blute sehr rasch desaminiert wird. Allerdings wird nicht die 
gesamte Menge der zugefiihrten Aminosdiuren gespalten, denn ein 
Teil findet sich unverandert im Urin wieder. Wilhelmj und Bollman 
haben dariiber quantitative Untersuchungen angestellt. Sie fanden 
bei etwa gleicher Dosierung (0,1 g N/kg) des Alanins, da® in lang- 
fristigen Versuchen 77°, in Form von Harnstoff und N Hg, also des- 
aminiert, im Urin erschienen, waihrend 23°, unverandert ausgeschieden 
wurden. Bei Glykokoll war der desaminierte Anteil noch héher; es 
fanden sich hier nur 7°,, unverandert im Urin. 

Sicher ist der NH,-Spiegel des Blutes der beste Mafstab fiir die 
Desaminierung. Aus den zahlreichen Angaben des Schrifttums geht 
hervor, daB die Kurve der Harnstoffausscheidung irrefiihrend ist, 
weil der Harnstoff im Blute erst relativ spit ansteigt und spat im Urin 
ausgeschieden wird. So fand Rajzmann! den Gipfel der Harnstoff- 
ausscheidung erst zeitlich nach dem Gipfel der Warmeproduktion. 
Auch May und Meyer-Heine? fanden nicht immer ein gleichsinniges 
Verhalten zwischen spezifisch-dynamischer Wirkung und Harnstoff- 
ausscheidung. Szakdll zeigte kiirzlich in langfristigen Versuchen, daB 
sich nach intravenéser Glykokolldarreichung der Harnstoffgehalt des 
Blutes erst ziemlich spat erhéht und daB auch die Harnstoffausscheidung 
im Urin erst spit hohe Werte erreicht. Die initiale Steigerung der 
Harnstoffausscheidung fiihrt er, ahnlich wie Wilhelmj und Bollman, 
auf vermehrte Ausschwemmung infolge verstarkter Diurese zuriick. 
Vielleicht ist diese Verzégerung der Harnstoffbildung durch die Ver- 
suche von Kiech und Luck* zu erklaren, die Ratten in Serienversuchen 
in toto verarbeiteten und dabei nach Aminosdureinjektion trotz schnellen 
Verschwindens des Amino-N eine anfanglich verzégerte und erst spater 
ansteigende Harnstoffproduktion feststellten. Die Autoren schlieBen 
daraus, daB zunachst unbekannte Stickstoffverbindungen entstehen, 
die erst spiter in Harnstoff iibergefiihrt werden. Aus den angefihrten 
Griinden empfiehlt es sich, die Ammoniak- und nicht die Harnstoff- 
bildung als MaB der Desaminierung anzusehen, da das Ammoniak 
das primare Spaltungsprodukt darstellt. 


Wie ist nun, angesichts der sehr schnellen Desaminierung, die 
Entstehung der spezifisch-dynamischen Wirkung zu erklaren? Die 
Kalorienmehrproduktion infolge des Vorgangs der Desaminierung als 
solchem reicht keinesfalls zur Deutung der spezifisch-dynamischen 


1 A. Rajzmann, Arch. internat. de physiol. 43, 423, 1936. — *? E. May 
u. A. Meyer-Heine, C.r. Soc. Biol. 112, 1311, 1933. — 3 V.C. Kiech u. 
J.M. Luck, J. of biol. Chem. 94, 433, 1931. 
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Wirkung aus. Sicher spielt die Desaminierung eine Rolle, da die NH, 
Abspaltung auf oxydativem Wege erfolgt. Ich konnte aber bereits friiher 
an der isolierten Niere des Herz-Lungen-Nierenpraparates zeigen, da{} 
die zur Desaminierung von Aminosiuren bendtigten O,-Mengen vdllig un. 
zureichend sind, um den gesamten Vorgang der spezifisch-dynamischen 
Wirkung zu erklaren!. 

Man k6énnte die I[rritationstheorie zur Deutung heranziehen wnd 
annehmen, dais die Aminosaéuren einen Reiz auf das Kérpergewebe 
schlechthin ausiiben, da ihr Blutspiegel zur Zeit des Gipfels der spezifisch. 
dynamischen Wirkung natiirlich stark erhéht ist. Dies wies u.a 
v. Kuthy? an Ratten nach, die mit Fleisch gefiittert wurden. Aus seinen 
Versuchen geht aber nicht hervor, ob zu diesem Zeitpunkt schon Spalt 
produkte in geniigender Menge vorhanden sind. Dies diirfte aber durch 
die vorliegenden Versuche, wenigstens fiir die parenterale Darreichungs. 
art, bewiesen sein. Man kann deshalb die Kalorienmehrproduktion 


ebensogut mit diesen Spaltprodukten urséchlich in Zusammenhang 
bringen. : 
Von diesen Desaminierungsprodukten kommt das Ammoniak 


zunachst selbst als Reiz fiir die Stoffwechselsteigerung in Betracht, 
zumal aus unseren Versuchen hervorgeht, da die NH,-Kurve des 
Blutes der spezifisch-dynamischen Wirkung ungefaéhr parallel geht 
Zu Beginn des Versuchs kann man von einer strikten Parallelitat 
sprechen. Im weiteren Verlauf ist diese nicht mehr so deutlich. Man 
muB an diese Méglichkeit um so mehr denken, als es Grafe*, Lundsgaard* 
und Zummo*® gelungen ist, durch Ammoniumsalze Stoffwechsel- 
steigerungen zu erzielen. Nach eigenen Untersuchungen reagieren 
isolierte Organe (durchstrémte Leber und durchstrémte Niere) nicht 
auf Ammoniak! ®, Es besteht aber die Méglichkeit, daB die Ammonium- 
salze und vielleicht auch das bei der Desaminierung entstehende NH, 
auf dem Wege iiber das vegetative Nervensystem seine Wirkung ent 
faltet. Die vor allem von Borsook’ vertretene Auffassung, dal die 
zwangslaufig einsetzende Harnstoffbildung fiir die Entstehung det 
spezifisch-dynamischen Wirkung verantwortlich sein kénnte, haben 
wir bereits an der isolierten durchstrémten Leber widerlegt ®. Es zeigt 
sich, daB trotz gewaltiger Anregung der Harnstoffbildung unter dem 
Einflu8B der Ammoniumsalze der O,-Verbrauch der Leber unbeeinflu!it 


bleibt. So konnte die Harnstoffsynthese auf das 2,5fache des Ausgangs- 


! K. Oberdisse u. M. Eckardt, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 184, 109. 
1937. — 2? A. v. Kithy, Pfliigers Arch. 225, 567, 1930. — * E. Grafe, Arch 
klin. Med. 118, 1, 1915. — 4 E. Lundsgaard, Scand. Arch. Physiol. 62, 23: 
1931. — 5 C. Zummo, Arch. internat. de Pharmacodyn. 45, 270, 1933. 
® K. Oberdisse u. M. Eckardt, Zeitschr. f. klin. Med. 132, 762, 1937. 

7 H. Borsook u. G. Keighley, Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 19, 626, 1933. 
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wertes pro Minute gesteigert werden, ohne daB sich der O,-Verbrauch 
anderte. 

Es bestainde weiterhin theoretisch die Méglichkeit, daB die Amino- 
siuren, u. U. auch ihre Spaltprodukte, bei zentralem Angriff auf dem 
Wege iiber das Nervensystem die Verbrennungen im Gewebe anfachen. 
Dagegen spricht sehr stark der Umstand, daB sie, abgesehen vom 
Ammoniak, auch am isolierten Organ, an der isolierten Leber und an 
der isolierten Niere, die jeder Nervenversorgung beraubt sind, eine 
spezifisch-dynamische Wirkung erzeugen, wie wir in friiheren Versuchen 
zeigen konnten und wie es auch von Bornstein! an der durchstrémten 
Leber festgestellt wurde. AuBerdem wurde ein dynamischer Effekt 
am dezerebrierten Tier sowohl von Aub und Mitarbeitern?, wie von 
Wolfund Hele* nachgewiesen. Man muB also wohl mit einem peripheren 
Wirkungsmechanismus rechnen. 

Zur Zeit des Gipfels der spezifisch-dynamischen Wirkung sind aber 
nun im Blute neben den N-haltigen Abbauprodukten der Amino- 
siuren N-freie Spaltprodukte, die ja ebenfalls bei der Desaminierung 
entstehen, in grober Menge vorhanden. An der isolierten Niere des 
Herz-Lungen-Nieren-Praparates konnten wir die Vermehrung des 
Brenztraubensdurespiegels im Blute nach Alaningaben direkt nach- 
weisen, wobei die Brenztraubenséure als erstes N-freies Produkt bei 
der Desaminierung des Alanins anzusehen ist. 

Ich méchte annehmen, da diese N-freien Substanzen fiir die 
Entstehung der spezifisch-dynamischen Wirkung verantwortlich zu 
machen sind. In diesem Sinne spricht eine Reihe weiterer Tatsachen. 
So 1aBt sich am intakten Organismus durch manche dieser Stoffe ein 
deutlicher dynamischer Effekt erzielen, z. B. durch Essigsiure und 
Milchsaure (Lusk 4). Dasselbe wurde von Hering® kiirzlich in unserer 
Klinik fiir die Brenztraubensiure nachgewiesen. Vorher zeigte ich 
bereits, daB an der Leber durch Brenztraubensiure, Acetaldehyd, 


Essigsiure und Propionsaiure der O,-Verbrauch erheblich gesteigert 


wird®. Das gleiche gilt fiir die Brenztraubensaiure an der isolierten 
Niere. Von besonderer Bedeutung scheint mir dabei zu sein, daB die 
spezifisch-dynamische Wirkung dieser Stoffe an der Leber zum Teil 
gréBer ist als die Wirkung der eigentlichen Aminosiure selbst. Diese 
Tatsache ist um so bedeutungsvoller, als wir die Leber als das Organ 
betrachten miissen, in dem der gréBte Teil der Mehrverbrennungen 


' A. Bornstein u. F. Roese, Pfliigers Arch. 238, 498, 1929. — ? J.C. 
Aub, M. R. Evereth u. Fine, Amer. J. of Physiol 79, 559, 1927.° C.G. L. 
Wolf u. T.S. Hele, J. Physiol. 48, 428, 1914. 4Gr. Lusk, J. of biol. 
Chem. 49, 453, 1921. — > H. W. Hering, Z. f. ges. exper. Med. 104, 504, 
1938. — ® K. Oberdisse u. J. M. Paraskevopoulos, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 102, 374, 1938. 
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entsteht. Es handelt sich dabei zumeist um leicht oxydable Substanzey 
Dies erklart den hohen dynamischen Effekt, der besonders beim Ver- 
gleich mit dem niedrigeren Effekt der Kohlenhydrate auffallig ist 

Aus den angefiihrten Griinden sehe ich folgenden Entstehungs. 
mechanismus der spezifisch-dynamischen Wirkung als wahrscheinlich 
an: Die parenteral zugefiihrten Aminosiuren werden sehr schne!| 
desaminiert. Zur gleichen Zeit steigen die Verbrennungen an. Die 
Desaminierung selbst liefert keinen nennenswerten qualitativen Beitrag 
Die dabei entstehenden N-freien Stoffe erzeugen die eigentliche spezifisch. 
dynamische Wirkung zum Teil dadurch, daB sie bis zu den Endprodukten 
verbrannt werden, zum Teil vielleicht auch auf dem Umweg iiber 
Zuckerneubildung. 

Zusammenfassung. 


Nach intravenéser Zufuhr von Aminoséuren werden im Tier 
experiment folgende Feststellungen gemacht: 

1. Es laBt sich auf parenteralem Wege eine spezifisch-dynamische 
Wirkung erzielen. Der O,-Verbrauch steigt schnell an und kehrt nach 
einigen Stunden wieder zur Norm zuriick. 

2. Gleichzeitig mit dem Gipfel der spezifisch-dynamischen Wirkung 
kommt es zu einer sehr erheblichen und plétzlichen Spaltung der Amino- 
siure, kenntlich an dem plétzlichen Heraufschnellen des Blut-Ammoniak- 
spiegels. ‘ 

3. Der Blutammoniakspiegel steigt im Mittel um das 4,7fache des 
Niichternwertes an. 

4. Es besteht eine weitgehende Parallelitét zwischen dem Ablauf 
der spezifisch-dynamischen Wirkung und der Kurve des Blutammoniaks. 
Zur Zeit des Gipfels der spezifisch-dynamischen Wirkung hat auch der 
DesaminierungsprozeB seinen Héhepunkt erreicht. 

‘ 5. Die Kurve der Harnstoffbildung und Harnstoffausscheidung 
liefert kein brauchbares MaB fiir den zeitlichen Ablauf der Desaminierung. 

6. Dem Desaminierungsvorgang als solchem kommt keine nennens- 
werte Bedeutung fiir die Entstehung der spezifisch-dynamischen Wirkung 
zu; ebensowenig kommt die Harnstoffsynthese in Betracht. 

7. Aus Untersuchungen an isolierten Organen und am intakten 
Organismus wird geschlossen, daB sehr wahrscheinlich die bei der 
Desaminierung entstehenden N-freien Spaltprodukte die spezifisch- 
dynamische Wirkung der Aminosduren erzeugen. 
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(ber die Beziehungen zwischen den ,.Friithgiften* 
und den Komponenten des Blutgerinnungssystems. 
I. Mitteilung tiber Friihgifte. 

Von 
H. Dyekerhoff und F. Schércher. 

(Aus dem Pathologischen Institut und der Chirurgischen Klinik 
der Universitat Miinchen. ) 


(Eingegangen am 2. Januar 1939.) 


In seiner Arbeit ,,Die Entlarvung der Friihgifte*’ fiihrt Lenggen- 
hager} die toxische Wirkung frisch bereiteter Muskelextrakte bei intra- 
vendser Injektion auf deren Thrombingehalt, der im wesentlichen aus 
beigemengtem Blute stammen soll, zuriick. 

DaB Thrombin Trager der Friihgiftwirkung ist, schlieBt Lenggen- 
hager aus folgenden Ergebnissen: 


1. Die durch Muskelsaft getéteten Tiere zeigen ,,massive Gerinnung 
im rechten Herzen und in den Lungenarterien“. 

2. Die Injektion groBer Thrombinmengen tétet die Versuchstiere 
in der gleichen Weise und mit dem gleichen Sektionsbefund wie Muskel- 


extrakt. 

3. Alle gerinnungsverhindernden, mithin thrombinhemmenden 
Koérper verhindern die Friihgiftwirkung. 

Diese Versuchsergebnisse lieBen sich durch eigene Untersuchungen 
bestatigen. Fiir das schnelle Abklingen der Toxizitat der Muskelextrakte 
gibt Lenggenhager folgende Erklarung: 

Es ist bekannt, daB das im Serum vorhandene Thrombin sich schnell 
inaktiviert (Metathrombinbildung). Eine analoge schnelle Inaktivierung 
nimmt Lenggenhager fiir Muskelthrombin an, wodurch sich die schnelle 
Abnahme der Giftigkeit leicht erklart. Diesen AnalogieschluB stiitzt 
der genannte Forscher durch die Auffindung der ,,Friihgiftwirkung* 
des Serums. Frisches Serum soll die Versuchstiere ebenso téten wie 
frischer Muskelextrakt und im Serum soll die toxische Wirkung schnell 
und parallel mit der Thrombinwirkung zuriickgehen. Belege iiber die 
Bestimmung des Thrombingehalts der injizierten Extrakte und Sera 
teilt Lenggenhager nicht mit. 

Es erschien daher wichtig, zunachst einmal den Thrombingehalt 
der Muskelextrakte zu bestimmen. Bei Einwirkung frischer tédlich 


1 Mitteilungen aus den Grenzgebieten der Medizin und Chirurgie 
44, 175, 1935/1937. 





194 H. Dyckerhoff u. F. Schércher: 


wirkender Muskelextrakte auf Magnesiumsulfatplasma und auf Fibyri 
nogen tritt aber keine Gerinnung ein. Die Extrakte enthalten demnach 
keine nachweisbaren Mengen Thrombin. 

Die Mitteilung Lenggenhagers, daB dem frischen Serum ,,Friihgift- 
wirkung** zukommt, kann nicht bestatigt werden. Es wurde Serum 
durch Gerinnenlassen von Blut, durch Recalcifizieren von Oxalatblut 
und von Oxalatplasma hergestellt und kurz nach Gerinnungsende 
wurden hiervon stets 5ccem injiziert (Lenggenhager injiziert 2 ccm) 

Alle Sera, deren Thrombingehalt als maximal festgestellt war 
wurden ohne Befund vertragen. Auch Einspritzungen von Lésungen 
eines Thrombintrockenpriparates in physiologischer Kochsalzlésung 
welche das Thrombin in einer Konzentration enthielten, wie es im 
Serum vorkommt, blieben wirkungslos. Erst die Injektion viel gréBere: 
Mengen Thrombin rief den Tod der Versuchstiere hervor. Somit war 
festgestellt, day etwaige im Muskelsaft vorhandene aus beigemengtem 
Blute stammende kleine Spuren von Thrombin nicht Trager der Friih- 
giftwirkung sein kénnen. 

Da der Sektionsbefund friithgiftgetéteter Tiere stets starke Thromben- 
bildung zeigte, war zu untersuchen, ob nicht die Thrombokinase als 
Trager der Friithgiftwirkung anzusehen ist. Dabei zeigte sich, daB alle 
Muskelextrakte stark thrombokinasehaltig sind, doch blieb die Thrombo 


kinasewirkung bei kiihler Aufbewahrung viele Stunden unverandert 
Um die Thrombokinase in ihrer Wirksamkeit zu unterstiitzen, wurde 
den Extrakten Calcium! zugesetzt. Stets aber verlor sich die Giftigkeit 
der Extrakte schnell, waihrend die Thrombokinase erhalten blieb 


Um die Thrombokinase als alleinigen toxischen Faktor mit Sicher- 
heit auszuschalten, wurden Hodenextrakte, die weit mehr Thrombo-. 
kinase enthalten als Muskelextrakte, intravenés injiziert; selbst nach 
Einspritzung von 10 cem traten keine toxischen Wirkungen auf. Auch 
die Einspritzung von 10 ccm thrombokinatisch hoch wirksamen aber 
thrombinfreien StrumapreBsaftes wurde vertragen. 

is scheint somit sichergestellt, daB auch die Thrombokinase nicht 
als der toxische Faktor bei der Friihgiftwirkung der Muskelextrakte 
betrachtet werden kann. Lenggenhager nimmt an, daB die aus dem 
Blute stammenden kleinen Thrombinmengen im Muskelextrakt wie 
auch besonders im Strumasaft Thrombinbildung hervorrufen. Um fii 
diese Annahme besonders giinstige Bedingungen zu schaffen, wurden 
Gewebeextrakten kleine Thrombinmengen zugefiigt. In keinem Faille 
konnte eine Thrombinbildung beobachtet werden. Auch die Toxizitat 
der Extrakte wurde nicht gesteigert. 

1 Vgl. Dyckerhoff u. Goossens, diese Zeitschr. 299, 437, 1938. 
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Experimenteller Teil. 
Darstellung der verwendeten Gewebeextrakte. 


Stierhoden, Rinderschilddriise und Muskelfleisch soeben getéteter 
Kaninchen wurden gesondert durch den Fleischwolf getrieben und der 
Gewebebrei mit der doppelten Menge physiologischer Kochsalzlésung 
versetzt. Die kalkhaltigen Gewebeextrakte enthielten 5 mg Calciumion 
im eem Extrakt. 

Darstellung der Sera. 


Menschen- und Kaninchenblut wurden jeweils bis zur Beendigung der 
Gerinnung geschiittelt und zentrifugiert. Rinderoxalatplasma (wenige 
Stunden alt) wurde reecalcifiziert. In einigen Fallen wurde nach Gerinnungs- 
ende 2,3 mg Calciumion pro cem zugegeben. 


Bestimmung des Thrombokinasegehalts?. 


2ccm mit neun Teilen verdiinntes in iiblicher Weise hergestelltes 
Magnesiumsulfatplasma wurden im Falle der calciumfreien Extrakte mit 
Img Caleiumion und der angegebenen Thrombokinasemenge im Gesamt- 
volumen von 2ccm versetzt. Plasma und Kinase wurden auf 37° vor- 
gewarmt und zusammengegeben. Das Gesamtvolumen der Bestimmungs- 
probe betrug mithin stets 4cem. Die Gerinnungszeit ist mit einem Fehler 
von + 2 Sekunden beobachtbar. 


Bestimmung des Thrombingehalts. 

Der Thrombingehalt der Extrakte wurde in gleicher Weise ermittelt 
wie der Thrombokinasegehalt, nur daB der Zusatz von Kalk unterblieb!?. 
Der Gehalt der Sera an Thrombin wurde stets mit und ohne Aktivierung 
durch Img Calciumion angegeben. Bei Verwendung von Fibrinogen als 
Substrat wurde gelegentlich das verdiinnte Magnesiumsulfatplasma durch 
die gleiche Menge nach Bordet hergestelltes Fibrinogen ersetzt. 


Feststellung des Thrombingehalts der Gewebeextrakte und Sera. 


Es kamen stets 0,5, 0,2 und 0,1 cem der Gewebextrakte in jedem Alter 
auf Magnesiumsulfatplasma und Fibrinogen zur Einwirkung, ohne dab 
jemals innerhalb von 24 Stunden Gerinnung zu beobachten war. 


Tabelle I. Bestimmung des Thrombingehalts der Sera?. 





Gerinnungszeit Gerinnungszeit 
Alter des . ; pe ie Alter des 
: Sert Se “e Se Se 
Serums wig — Serums = a 
mit tit mit mhit 


Img Ca 2,3 mg Ca Img Ca 2,3mg Ca 


4 Min. 2’ 15” 2’ 20” 2’ 25” > Std. o oa” 8’ 20” 2’ 30” 
15 20 410 2 20 10 8 32 3 25 


25 5 20 2 30 3 25 24 
40 6 2 40 : 4 10 oc 
30 8 10 2 35 3 5 59 o 





' Vel. Dyckerhoff u. Goossens, diese Zeitschr. 299, 437, 
* Val. Dyckerhoff, Steoner u. Miehler, ebenda 297, 1, 1938. 
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Angewandt wurden stets 0,2 Serum. Das Serum wurde im Eissehrayk 
aufbewahrt. 

Tabelle I zeigt, daB sich die Inaktivierung des Serums durch Kalk- 
zusatz zur Bestimmungsprobe (Spalte 2) oder zum Serum selbst (Spalte 3) 
ausschalten laBt!. In dieser Beziehung verhalten sich Sera aller Her- 
stellungsarten und defibriniertes Blut vollkommen gleich. Das Alter 
des Serums ist berechnet vom Gerinnungsende an. 


Tabelle IT. Thrombokinasegehalt der Gewebeextrakte. 





Alber Gos Gerinnungszeit mit 0,01 ecm __]| Alter des ||_ Gerinnungazeit mit 0,01 ecm 


Extrakts = wfuskel | Hoden — Schilddrise | EXttakts | yrucker | Hoden | Schilddrix: 


6 Min. | 2’ 16” — Min. | 2’ 16” le 1’ 38” 
ae 2 10 — 2 Std. | 2 18 1 25 1 49 
30 «Cs, 2 23 io 1’ 40” Tag 2 50 1 57 2 37 

1 Std. | 2 13 119 1 42 Tage 4 10 3 15 4 25 
ef 2 20 1 22 1 44 





Allen Versuchen der Tabelle If wurden stets 1 mg Calciumion zugesetzt. 
Extrakte, die 5 mg Calcium/ccm enthalten, verhalten sich genau so wie die 
in Tabelle II angefiihrten Extrakte. Das Alter der Extrakte wurde vom 
Tode der Versuchstiere ab angegeben. Die Extraktionszeit betrug stets 
wenige Minuten. Die Aufbewahrung geschah in Eis. Tabelle IT zeigt, daf 
die Gewebeextrakte 24 Stunden lang den gleichen Thrombokinasegehalt 
beibehalten. 

Sowohl zu 10cem mit dem fiinffach verdiinnten Hodenextrakt, als 
auch zu 10 cem ebensolechem Schilddriisenextrakt wurden je 3 mg Thrombin- 
trockenpraparat gegeben. Die Thrombinbestimmung ergab, da eine 
Neubildung von Thrombin nicht stattgefunden hatte. 


Tierversuche. 


Alle Lésungen wurden stets intravendés injiziert. 2 cem Muskelextrakt 
tétete stets ein Kaninchen, wenn der Extrakt nicht alter als '/, Stunde 
war. 2 Stunden alter Muskelextrakt wurde stets vertragen. 

5 eem Serum oder defribiniertes Blut der verschiedensten Herstellungs- 
art wurde stets, wenn es auch nur wenige Minuten alt war, vertragen. 

25 mg eines Thrombinpraparates, deren Thrombingehalt 5 eem Serum 
entsprachen, wurden in 5cem physiologischer Kochsalzlésung gelést und 
eingespritzt. Das Versuchstier zeigte keine krankhafte Verdnderung. 
150 mg des gleichen Priparates téteten das Versuchstier. 

Die Einspritzung von 10 ccm Hoden- oder Schilddriisenextrakt ver- 
schiedensten Alters wurden stets vertragen. Es kamen nur Extrakte, die 
noch nicht 18 Stunden alt waren, zur Verwendung, um die Giftwirkung 
aus dem EiweiBzerfall auszuschalten. 

Todesart und Sektionsbefund der mit 2cem frischem Muskelprefisatt 
oder 150 mg Thrombin getéteten Tiere gleichen sich vollkommen. Auffallig 
war, daB bei Sektionen, die sehr rasch nach dem Tode der Tiere vorgenommen 


1 Vgl. Dyckerhoff, Steiner u. Miehler, diese Zeitschr. 297, 1, 1938. 
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wurden, die Thrombenbildung in den Venen nach Friihgiftinjektion oft 
nicht sehr ausgesprochen war, so da ein Tod der Tiere vor dem Zustande- 
kommen der Thromben durchaus méglich erscheint. Es erhebt sich die Frage, 
ob die Thrombenbildung die ausschlieBliche Todesursache bei den Friih- 
giften ist. 

Einflu8 gerinnungsverzégernder Mittel. 

Einem Kaninchen wurden 15 ccm Vetrenlésung (Promonta A.-G., 
Hamburg) eingespritzt und 5 Minuten spater 10 cem, das ist das Fiinffache 
der tédlichen Menge an Frischmuskelextrakt. Die Einspritzung wurde 
ohne krankhafte Erscheinungen vertragen. 

EKinem Kaninchen wurden 125mg Neodymacetat eingespritzt und 
15 Minuten spater 10 ccm, das ist das Fiinffache der tédlichen Menge an 
Frischmuskelextrakt. Die Einspritzung wurde ohne krankhafte Er- 
scheinungen vertragen. 

Muskelextrakte von Kaninchen, deren Blut vor der Muskelentnahme 
durch Vetren oder Neodymacetat ungerinnbar gemacht worden war, zeigten 
eine unveranderte giftige Wirkung. 


Zusammenfassung. 

Die unter der Bezeichnung ,,Friihgifte’’ bekannte giftige Wirkung 
frischer Muskelsafte wird in Organextrakten und im Serum nicht an- 
getroffen. 

Die aus dem Blute stammenden Spuren von Thrombin, welche 
die Muskelsafte enthalten, kénnen nicht fiir die Friihgiftwirkung ver- 
antwortlich gemacht werden. 

Ebensowenig kann die Thrombokinase allein Trager der Friihgift- 


wirkung sein, weil gealterte, wirkungslose Muskelsaéfte sehr thrombo- 


kinasereich sind und weil alle stark thrombokinasehaltigen Organ- 
extrakte ohne Friihgiftwirkung sind. 


Fraulein Dr. I. Torres und Herrn Dr, R. Steiner danken wir fiir ihre 
wertvolle Mitarbeit. 





Uber die Darstellung einer toxischen Substanz 
(Myotoxin) aus frischem Muskelgewebe. 


ll. Mitteilung tiber Friihgifte. 
Von 
H. Dyckerhoff, F. Schéreher und I. Torres. 
(Aus dem Pathologischen Institut und der Chirurgischen Klinik 
der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 2. Januar 1939.) 


In der 1. Mitteilung tiber Friihgifte! kamen wir zu folgenden Fest- 
stellungen: ,,Die aus dem Blute stammenden Spuren von Thrombin, 
welche die Muskelsafte enthalten, kénnen nicht fiir die Friihgiftwirkuny 
verantwortlich gemacht werden. Ebensowenig kann die Thrombo 
kinase allein Trager der Friihgiftwirkung sein.‘ 

Dieses negative Ergebnis sollte in der vorliegenden Arbeit erganzt 
und erweitert werden durch die Isolierung des im frischen Muskelbrei 
wirksamen toxischen Systems. 

Erst nach der Stabilisierung der schnell abklingenden ,,Friihgift- 
wirkung** konnte eine erfolgreiche Bearbeitung dieses Problems in 
Angriff genommen werden. Die Trocknung frischen Muskelbreies mit 
Aceton und anschlieBend mit Ather liefert ein unbeschrankt haltbares 
Ausgangsmaterial. Bei der Extraktion der Trockenmuskeln wurden, 
auch wenn das Material wochenlang aufbewahrt worden war, stets hoch- 
toxische Extrakte erhalten. In Lésung jedoch machte sich die bekannte 
Unbestandigkeit des Toxins, fiir das wir, da.es, wie spiter ausgefiihrt, 
in seiner Wirkung mit Friihgift nicht identisch ist, die Bezeichnung 
Myotoxin vorschlagen, wieder bemerkbar. Kocht man die Trocken- 
muskelextrakte, so wird der gréBte Teil des MuskeleiweiBes ausgefallt, 
ohne da Toxizitatsverluste eintreten. Durch die Entfernung der 
wirkungslosen Proteine wird eine Reinigung auf das Sieben- bis Acht- 
fache erreicht. Die Fallung der gekochten Lésungen mit Methylalkoho! 
fiihrt zu eiweiBreichen, im trocknen Zustand absolut haltbaren Prii- 
paraten, die in Wasser nicht ganz léslich sind. 100 mg pro kg Kaninchen 
wirken tédlich. Nimmt man diese Praparate in kochender physiologi- 
scher Kochsalzlésung auf, zentrifugiert vom Ungelésten ab, und faillt 
die klare Lésung mit Methylalkohol, so kommt man zu ebenfalls trocken 
absolut haltbaren Praparaten, die in Wasser leicht und vollstandig 
léslich sind. Die letale Dosis betragt etwa 50 mg pro kg Kaninchen 


' H. Dyckerhoff u. F. Schércher, diese Zeitschr. 300, 193, 1939. 
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Es ist erstaunlich, daB diese leicht léslichen Praparate, die minuten- 
langes Kochen ohne Léslichkeits- oder Wirksamkeitsverlust vertragen, 
positive Biuret-Esbach- und Spiegel-Polacci-Reaktion zeigen, also als 
stark proteinhaltig angesprochen werden miissen. Da aber auch die 
Fehlingsche Probe positiv ausfallt, lassen sich Riickschliisse auf die 
chemische Natur des Myotoxins noch nicht ziehen. Mit der weiteren 
Reinigung der Myotoxinpraparate sind wir beschaftigt. 

Um den Einwand, daB die von uns vorgenommenen chemischen 
Operationen die Bildung eines Toxins hervorrufen, auszuschalten, 
haben wir gealterten Feuchtmuskelbrei in der gleichen Weise behandelt, 
wie es oben fiir frischen Muskelbrei beschrieben wurde. Die erste 
Methylalkoholfallung aus einem 2!/, Stunden feucht gealterten Muskel- 
brei hat noch schwache toxische Wirkung. (100 mg pro kg Kaninchen 
werden in den meisten Fallen ohne Befund vertragen, in einigen Fallen 
findet man einen leichten Kollaps mit schneller Erholung. Zum Tode 
fiihrt die Injektion dieser Praparate nie.) Durch Umfillung dieser 
Praparate kann weder der Toxingehalt angereichert, noch die Léslich- 
keit verbessert werden. Benutzt man 16 Stunden im. Eisschrank ge- 
alterten Feuchtmuskelbrei als Ausgangsmaterial, so erweisen sich alle 
Herstellungsphasen als vollig ungiftig. Die Methylalkoholfallungen 
sind stets wenig léslich. 

Alle untersuchten Lésungen und Praparate erwiesen sich auch 
nach Zusatz von Enterokinase bzw. Blausaure als vollkommen trypsin- 
und kathepsinfrei. Die im Feuchtmuskelbrei reichlich vorhandene 
Thrombokinase! wird bei der Aceton-Ather Behandlung aus den Muskeln 
entfernt. Alle Fraktionen sind thrombokinasefrei. Auch Thrombin 
wird nie angetroffen. 

Die Todesart der Versuchstiere ist nach Injektion aller Phasen 
der Myotoxinherstellung die gleiche. Wir beschreiben daher das Ver- 
halten eines Kaninchens nach intravenéser Einspritzung der leicht 
léslichen zweimal mit Methylalkohol gefallten Praparate, gelést in 
physiologischer Kochsalzlésung : 

Nach Einspritzung der letalen Dosis sitzen die Tiere einen Augenblick 
ruhig am Boden und atmen schneller als gew6hnlich. Der Kopf dreht sich 
leicht zur Seite und wird etwas nach riickwarts gebeugt, wahrend ein Léffel 
schlaff herabhangt. Jetzt weichen die VorderfiiBe auseinander, der Kérper 
dreht sich auf die Seite, der Kopf wird noch weiter in den Nacken genommen. 
Es erfolgt ein Streckkrampf mit heftigen, oft galoppierenden Laufbewegungen. 
Die Tiere stoBen mitunter einen Schrei aus. Die Atmung wird ruckartig, 
wobei sich der Unterkiefer éffnet. Man hat den Eindruck, daf die Tiere 
ersticken. Die Pausen zwischen den einzelnen Atemziigen werden linger. 
Die Laufbewegungen héren auf. Die Atmung steht still, wahrend das Herz 
noch einige Minuten weiterschligt. Dies alles, bis zum Atemstillstand, 


1 H. Dyckerhoff u. F. Schércher (1. ¢.). 
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spielt sich in 1 bis 2 Minuten ab, bei Verwendung gréBerer Myotoxinmengen 
entsprechend rascher. Bei nicht tédlichen Mengen ist das erste Zeichen de; 
Erholung ein Erheben des Kopfes, wobei die Schraglage desselben ver 
schwindet. Dann werden die Loffel und der Vorderkérper aufgerichtet 
Nach 5 bis 10 Minuten sieht man diesen Tieren von dem eben iiberstan 
denen fast tédlichen Kollaps nichts mehr an. Die Erholung ist klinisch vol] 
standig. 

Der Sektionsbefund zeigt in schroffem Gegensatz zu den mit Feucht. 
muskelextrakt getéteten Tieren vollig fliissiges Blut im Herzen und villize 
Thrombenfreiheit aller GefaBe. Dieser Befund macht es erklarlich, dag 
gerinnungsverzogernde Mittel, die die Friihgiftwirkung verhindern, ohne 
EinfluB auf die Myotoxinwirkung bleiben. 

Es liegt nahe, die Unterschiede zwischen Friihgift- und Myotoxin 
wirkung mit dem Fehlen der Thrombokinase in den Myotoxinpraparaten 
in Zusammenhang zu bringen. Setzt man dem Myotoxin Thrombo. 
kinase in Form von gealtertem, also myotoxinfreiem Feuchtmuskel. 
extrakt oder in Form von Hodenextrakt zu, so findet man die von 
Lenggenhager! beschriebene ,,massive Gerinnung im rechten Herzen 
und in den Lungenarterien‘‘, ohwohl das Vielfache der dem Toxin zu- 
gesetzten Thrombokinasemenge ohne Toxinzusatz vertragen wird. 
Dazu kommt, da8 durch den Thrombokinasezusatz die letale Myotoxin- 
menge auf 15 bis 20 mg pro kg Tier herabgesetzt wird. 

Die als Friihgiftwirkung beschriebene Wirkung frischer Muskel- 
extrakte kommt demnach durch das Zusammenwirken zweier Faktoren 
zustande : 

1. Durch die thrombosierende, bestandige Wirkung der an sich 
ungiftigen Thrombokinase und 


2. durch die kollapserzeugende Wirkung eines in Lésung unbe- 
standigen Toxins, das auch ohne Thrombokinase in héheren Dosen 
tédlich wirkt und fiir das wir die Bezeichnung Myo-Toxin vorschlagen. 


Experimenteller Teil. 

Trocknung der Muskeln. Einem Kaninchen wird kurz nach dem 
Tode die Riicken- und Beinmuskulatur entnommen, durch die Fleisch- 
maschine getrieben und sofort in der fiinf- bis siebenfachen Acetonmenge 
aufgenommen. Vom Tode des Versuchstieres an gerechnet betrug die 
Zeit, bis das letzte Muskelstiick in Aceton aufgenommen wurde, nie mehr 
als 10 Minuten. Man knetet sorgfailtig mit Aceton durch, entfernt das 
Aceton durch ein Haarsieb, wiederholt den gleichen Vorgang noch 
zweimal mit Aceton und dann zweimal mit Ather. Die atherfeuchten 
Muskelfasern werden auf Filtrierpapier ausgebreitet und der Ather bei 

1 K. Lenggenhager, Mitteilungen aus den Grenzgebieten der Medizin wid 
Chirurgie 44, 175, 1935/1937. 
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Zimmertemperatur verdunsten gelassen. 100g Feuchtmuskelbrei er- 
veben ungefahr 20 g Trockenmuskel. Die getrockneten Muskeln kénnen 
beliebig lang aufbewahrt werden. 

Isolierung der Myojoxin-Prdparate. 100 g Trockenmuskel werden 
7 Minuten lang bei Zimmertemperatur mit 500 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung geschiittelt. Nach Abpressen des Breies durch ein 
Koliertuch wird filtriert. (Der Riickstand enthalt noch etwas Myo- 
toxin, welches man durch Auskochen gewinnen kann.) Das Filtrat 
wird 6 bis 8 Minuten auf der Flamme gekocht, abgekiihlt und dann 
vom denaturierten Eiwei® abfiltriert. Man erhalt 280 bis 320 ccm einer 
klaren Lésung, von der 5 bis 7 ccm pro kg Kaninchen tédlich wirken. 
Man fallt nun mit dem dreifachen Volumen Methylalkohol und waischt 
in der Zentrifuge zweimal mit Methylalkohol und danach zweimal 
mit Ather. Die Praparate verlieren den Ather bei Zimmertemperatur 
schnell. Man erhalt 1,3 bis 1,5 ¢ eines nicht ganz léslichen Trocken- 
priparates, welches trocken unbeschrankt haltbar ist. 100 mg pro kg 
Kaninchen téten. Man bringt nun 75 cem physiologische Kochsalz- 
lisung zum Sieden und tragt 1,5 g des Priparats in die kochende 
Lésung ein. Man kocht 3 Minuten, kiihlt und zentrifugiert vom Unge- 
lésten ab. Die klare Lésung wird wie oben beschrieben mit Methyl- 


alkohol gefallt und mit Methylalkohol und Ather gewaschen. Man 


erhalt etwa 1 g Myotoxin-Praparat. Das Praparat ist leicht in Wasser 
léslich und kochbestindig. Die Biuret-, Esbach-, Spiegel-Polacci- 
Reaktion und die Fehlingsche Probe sind positiv. 50mg pro kg 
Kaninchen fiihren zum Tode. Die Einspritzung mu stets intravenés 
geschehen. 

Da alle Myotoxin-Bereitungen eiweibhaltig sind, sind bei wieder- 
holten Injektionen am gleichen Tier die Erscheinungen der Anaphylaxie 
mit zu beriicksichtigen. Exakte Beobachtungen kénnen daher nur an 
unvorbehandelten Tieren gewonnen werden. Die Frage, ob und wie- 
weit die wiederholte Injektion von Myotoxin an sich allergische Er- 
scheinungen hervorruft, ist in Behandlung. 

LaBt man den feuchten Muskelbrei vor der Behandlung mit Aceton 
21, Stunden bei Zimmertemperatur altern, so erhalt man bei analoger 
Behandlung aus 100 g Trockenmuskel héchstens 800 mg durch Methy!- 
alkohol fallbare Substanz. Die intravenése Injektion von 100 mg pro 
kg Tier wird meist ohne Nachteil vertragen. Zum Tode fiihrte die In- 
jektion derartiger Praparate nie. Fallt man 1,5 g dieser Praparate in 
der oben beschriebenen Art um, so erhalt man etwa 700 mg eines eben- 
falls schwer léslichen Trockenpraparats, welches nicht an Toxizitat 
zugenommen hat. Die oben angefiihrten EiweifBreaktionen und die 
Fehlingsche Probe sind positiv. Geht man von 16 Stunden im Eis- 
schrank gealtertem Feuchtmuskelbrei aus, so werden die Ausbeuten 


Biochemische Zeitschrift Band 300. 14 
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noch schlechter und die Praparate noch schwerer léslich. Toxische 
Wirkungen wurden mit derartigen Praparaten nie beobachtet. 


10 mg Myotoxinpraparat geben unter den Bedingungen der Trypsin 
bestimmung! mit und ohne Enterokinase und unter den Bedingungen 
der Kathepsinbestimmung? mit und ohne Blausdure keine meBbare 
Hydrolyse. 10mg Myotoxin brachten weder Magnesiumsulfatplasma 
noch Fibrinogen zur Gerinnung. Auch die Gerinnungszeit von optimal 
mit Calcium versetztem Magnesiumsulfatplasma wurde durch Zusatz 
von 10 mg Myotoxinpraparat nicht verkiirzt, womit die Abwesenheit 
von Thrombokinase sichergestellt ist?. Wir haben alle Fraktionen der 
Aufbereitung unter Anwendung von 10 mg bzw. 1 cem den beschriebenen 
Priifungen auf Fermentgehalt unterzogen. Weder Thrombokinase, 
noch eins der genannten Fermente konnten je nachgewiesen werden. 


Der Sektionsbefund aller Kaninchen, die durch Injektion irgend- 
welcher der hier beschriebenen Extrakte oder Trockenpraparate ge. 
tétet wurden, ergab vdéllige Thrombenfreiheit des Herzens und des 
GefaBsystems. 

Injiziert man einem Kaninchen intravenés 100 mg Neodymacetat 
oder 15 cem Vetrenlésung (Promonta), und anschlieBend 50 mg Myo- 
toxinpraparat pro kg Tier, so tritt der Tod unter den gleichen Symptomen 
ein, wie sie im theoretischen Teil, naher beschrieben wurden. 


Einspritzung von 6ccem 5 Stunden gealtertem Feuchtmuskel- 
extrakt wurde ohne Befund vertragen. 7 bis 10mg Myotoxin, gemischt 
mit 0,7 bis 0,8 cem des oben beschriebenen alten Feuchtmuskelextraktes 


pro kg Kaninchen, t6teten das Versuchstier. 


Einspritzungen von 10 ccm Hodenextrakt wurden ohne Nachteil 
vertragen. 7 bis 10 mg Myotoxin, gemischt mif 0,7 bis 0,8 cem des gleichen 
Hodenextraktes pro kg Kaninchen téteten das Versuchstier. In beiden 
Fallen ergab die Sektion 3 Minuten nach dem Tode die von Lenggen- 
hager (l.c.) beschriebene ,,massive Gerinnung des rechten Herzens 
und der Lungenarterien**. 


Zusammenfassung. 
Das in frischen Muskeln vorkommende und als Friihgift bezeichnete 
toxische System besteht aus zwei Komponenten: 


1. Aus der Thrombokinase, die allein unwirksam, im Zusammen- 
wirken mit einem Toxin die schweren beim Friihgifttod beobachteten 


1 R. Willstdtter und Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, 
1926. — * R. Willstdtter, Untersuchungen iiber Enzyme, Verl. Jul. Springer, 
Berlin 1928. —* H. Dyckerhoff u. N. Goossens, diese Zeitschrift 299, 437, 193s. 
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Gerinnsel hervorruft. Die Thrombokinase ist auch im Muskelextrakt 
bestandig. 


2. Aus einem kollapserzeugenden Toxin, das in groBer Menge auch 
ohne Thrombokinase tétet und welches sehr unbestandig ist. Fiir das 
Toxin wird der Name Myotoxin vorgeschlagen. 


Die Isolierung eines trocken absolut haltbaren Myotoxinpraparates 
wird beschrieben. DaB es sich tatsichlich bei den dargestellten Pri- 
paraten um das toxische Prinzip frischer Muskeln handelt wird dadurch 
bewiesen, dafX sich aus geniigend gealtertem Feuchtmuskelbrei das 
Toxin nicht mehr gewinnen 1aBt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel. Herrn Dr. N. Goossens danken wir fiir seine wert- 
volle Mitarbeit. 





Uber die Ausnutzung 
der Pentosen bei der biologischen EiweiBsynthese. 
Ill. Mitteilung: 
Ziichtung von Torula utilis in Xylose und Xylose- 
Glucosemischungen. 
Von 
Richard Lechner. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation 
an der Landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 28, Januar 1939.) 
Entsprechend der gestellten Aufgabe, die Pentosenverwertung 


bei der biologischen EiweiBsynthese in Zuckergemischen zu studieren, 
wurden Ziichtungen von Torula utilis in Glucose-X ylosemischungen 


und in Holzzuckerlésungen durchgefiihrt (1). Dabei ergab sich zunichst. 


da in jedem Falle ein Xyloseschwund eintrat, ohne daB in synthetischen 
Gemischen ein entsprechender Hefezuwachs festzustellen war, wahrend 
in Holzzuckerlésungen die Hefeausbeuten teilweise itiber dem fiir den 
angewandten vergarbaren Zucker erwarteten Wert lagen. Die Versuche 
sprachen nicht eindeutig gegen eine Ausnutzung der Pentosen. 

Inzwischen gelang es H. Fink und R. /ilig!, bei Dauerziichtungen 
von Torula utilis in nach dem Bergius-Rheinau-Verfahren hergestellten 
Holzzuckerlésungen Ausbeuten zu erhalten, welche die friiher ge- 
fundenen (2) (3) wesentlich tibertrafen. In zwei Ziichtungsreihen wurden, 
bezogen auf vergirbaren Zucker, Ausbeuten an Hefetrockensubstanz 
bzw. Rohprotein von 62 bis 63°,, bzw. 34 bis 35°,, erhalten. 

Da die in technischen Nahrsubstraten erzielten Ausbeuten eine 
Ausnutzung der Pentosen wahrscheinlich machten, wurden die Versuche 
fortgesetzt. Es gliickte dann auch, Torula utilis in Xylose mit bestem 
Erfolg zu ziichten. 


0 


Ganz iiberraschend war diese Tatsache allerdings nicht, denn aus 
friiher von uns ausgefiihrten Untersuchungen war bekannt, daB Torula 
utilis das Vermégen Pentosen anzugreifen, wenn auch nur in geringem 
MaBe, besitzt. Seinerzeit wurde festgestellt, daB Torula utilis beim 
Einimpfen in sterile 1°,ige Xylosenahrlésung mit und ohne Zusatz 
einer geringen Menge Malzkeimauszug anwachst und sich vermebrt. 
Es war immer ein allerdings nur sehr geringer Niederschlag am Boden 
des Kulturkolbens wahrzunehmen, der mikroskopisch als Torulahefe 


! Erscheint demniachst. 
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erkannt wurde. Ein Teil der angewandten Xylose war verschwunden, 
und das pu hatte sich nach der sauren Seite hin verschoben (siehe Bei- 
spiel 1). Bei der Ziichtung im Liiftungsverfahren lieB sich damals nicht 
entscheiden, ob Torula utilis Xylose auszunutzen vermag. Trotzdem 
der physiologische Zustand der geliifteten Torulahefe befriedigte und eine 
schwache Sprossung beobachtet wurde, trat kein auffallender Zuwachs 
an Hefe ein. Ein Teil der angewandten Xylose war nach der Liiftung 
allerdings verschwunden (siehe Beispiel 2). 


Versuche. 

Beispiel 1: 220cem 2% ige Xyloselésung (px 6,0), entsprechend 4,38 g 
Xylose, die iiblichen Hefendhrsalze und 10 cem Malzkeimauszug 1: 10 
(1 Stunde bei 70° digeriert) enthaltend, wurde mit einer geringen Menge 
Torula utilis geimpft. Der sich bildende Bodensatz wurde nach 15 Tagen 
(bei 30°) gewonnen und ergab 1,1 g abgepreBte Hefe. Die Nahrlésung 
enthielt noch 2,88 g Xylose, 0,12 g Alkohol (pyknometrisch bestimmt) und 
hatte ein pu 4,4. 

Beispiel 2: 1,0 g Xylose (in 0,5 %iger Lésung) wurde mit den iiblichen 
Nahrsalzen, 3cem Malzkeimauszug (1: 25) und 1,1 g abgepreBte Stellhefe 
(Erntehefe von Beispiel 1) bei schwach saurer Reaktion und mittelfeiner 
Beliiftung im Zulaufverfahren 7 Stunden geliiftet. Der Hefezustand war 
gut, die Sprossung sehr gering. Es wurden 1,1 g abgepreBte Hefe geerntet : 
die Nahrlésung enthielt noch 0,69 g reduzierenden Zucker (berechnet als 
Glucose). 

Die Erntehefe wurde wieder in der gleichen Weise weiterzuziichten 
versucht. Es wurden 1,1 g abgepreBte Hefe geerntet. Die Nahrlésung 
enthielt noch 0,52 g reduzierten Zucker. 

Nunmehr gelang es, die Ausnutzung von Xylose durch Torula 
utilis bei der Ziichtung im Liiftungsverfahren eindeutig festzustellen. 
In einer groBen Zahl von Versuchen konnte der Beweis fiir die Ver- 
wertung der Xylose durch Torula utilis erbracht werden. In einer 
Dauerziichtungsreihe mit zehn Fiihrungen, bei der die Erntehefe der 
vorangehenden Ziichtung jeweils zum Anstellen der nachstfolgenden 
verwendet wurde, gelang es, Torula utilis bei gleichbleibender guter 
Ausbeute in nur Xylose und anorganische Nahrsalze enthaltender 
Lésung zu ziichten. Auch in Glucose-Xylosemischungen wurde die 
Xylose verwertet. Die Hefetrockensubstanzausbeuten, auf die ange- 


wandte Xylose allein bezogen, lagen bedeutend hoher als die Standard- 


ausbeute fiir Glucose. 

In der Tabelle I sind die Hefetrockensubstanzausbeuten einer Anzahl 
von Versuchen aufgefiihrt. 

In weiteren Versuchen wurde festgestellt, dafs Galaktose und 
Mannose bei der Ziichtung von Torula utilis verwertet werden. In der 
folgenden Tabelle II sind Dauerziichtungen mit vier bzw. drei Fithrungen 


angegeben. 





R. Lechner: 


Es ist nun bewiesen, daB alle wichtigen im Holz vorkommendey 
und in den daraus durch AufschluB oder Abbau erhaltenen Lésungen, 
wie Holzzucker und Sulfitablauge, enthaltenen Kohlenhydrate bei der 
biologischen EiweiBsynthese durch Torula utilis ausgenutzt werden 
kénnen. 


y 4 . x . es 

Uber Einzelheiten der Ergebnisse, iiber besondere Beobachtungen 
und iiber die Zielsetzung bei den einzelnen Versuchen wird an dieser 
Stelle demnachst ausfiihrlich berichtet werden. 


Tabelle I. 
Es sind aufgefiihrt: 
In Spalte 1: die Bezeichnung der Versuche. 
‘ _ 2: die bei der Ziichtung verschwundene Xylosemenge, die 
sogenannte Xylosedifferenz, die angewandte Glucose und die 
Summe von Xylosedifferenz plus Glucose. 
3: der bei der Ziichtung eingetretene Zuwachs an Hefetrocken- 
substanz. 
: die Hefetrockensubstanzausbeuten, bezogen auf die Xylose- 
differenz, auf die ‘angewandte Glucosemenge und auf die 
Summe von Xylosedifferenz plus Glucose. 





2 3 4 


Ausbeute an Hefetrocken- 


Angewandter Zucker in g Zuwachs substanz, bezogen auf 


an Hefe- 
trocken- || 
substanz || Xylose- 

| differenz 





Xylose- 
Glucose differenz 
+ Glucose 


Xylose- 
Glucose _ differenz 
+ Glucose 


Xylose- 
differenz 


17,81 ¥ ;' 8,59 
18,16 9,22 
17,87 8,30 
17,67 7,90 
17,53 . 9,02 
16,19 a 6,48 
31,72 | 15,2: 
14,30 , 5,56 
14,67 3,89 
22,74 7,93 


17,40 - 8,67 

15,45 = 6,92 

17,60 _ 8,58 

17,85 — 8,72 

17,69 - 8,36 

17,93 . 8,82 

17,61 - 8,40 

8,18 - 

17,02 f we 
14,41 || 46 - 


Einzel- : 31,54 14,70 56,1 
ziichtungen 34,35 16,74 ~ 63,9 
in Xylose 32,27 14,33 - 554 
+ Glucose 21,84 10,65 53,3 


Einzel- 
ziichtungen 
in Xylose 


Dauer- 
ziichtung 
in Xylose 








Ausnutzung der Pentosen bei der biologischen EiweiBsynthese. III. 207 


Tabelle II. 
Es sind aufgefihrt: 
In Spalte 1: die bei der Ziichtung angewandte Menge Galaktose bzw. 
Mannose. 
2: der Hefezuwachs bei der Ziichtung. 
: die Ausbeute an Hefetrockensubstanz, bezogen auf die 
Galaktose bzw. Mannose. 
: der Restzucker in der vergorenen Nahrlésung, bestimmt als 
reduzierender Zucker und berechnet als Glucose. 





2 3 


Hefezuwachs in g Ausbeute an Hefe- 

Angewandter — —————— trockensubstanz, be- 

Zucker in g AbgepreBte Trocken- zogen auf den ange- 
Hefe substanz wandten Zucker 


Reduzierender 
Zucker in der ver- 
gorenen Lésung 


Galaktose. 
8,00 — 1,75 
8,00 2,58 32,2 0,04 
8,00 3,63 45,4 0,04 
8,00 3,72 46,5 0,06 
Mannose. 
4,00 1,35 33,8 0,02 
8,00 3,22 40,3 0,04 
8,00 2 2,96 37,0 0,08 


Literatur. 


1) R. Lechner u. R. Illig, diese Zeitschr. 300, 28, 1938. — 2) H. Fink, 
R. Lechner u. EF. Heinisch, ebenda 2838, 71, 1935. — 3) H. Fink, Zeitschr. f. 
Spiritusindustrie 59, 373, 1936. 





Untersuchungen tiber die Wirkung 
hoher Coffeingaben auf den Muskelstoffwechsel 
der weiben Ratte. 
Von 
0. Riesser. 
(Aus dem Biologischen Institut, Forschungsinstitut zu Frankfurt a. Main.) 


(Eingegangen am 13. Januar 1939.) 


Die bislang vorliegenden Untersuchungen iiber den EinfluB des 
Coffeins auf den Muskelchemismus und Muskelstoffwechsel bedienten sich 
durchweg recht hoher Dosen des Pharmakons. Lésungen von 1/10000 
bis 1/1000 an isolierten Muskeln und Injektionen von 0,1 bis 0.2 ¢ 
pro kg K6rpergewicht beim ganzen Tier, wie sie bisher durchweg 
angewandt wurden, miissen schon als toxisch bezeichnet werden und 
nichts ware verkehrter, als die Ergebnisse dieser Studien auf die Wirkung 
des Kaffees oder anderer coffeinhaltiger GenuBmittel ohne weiteres 
zu iibertragen. Uber den Einflu8 kleiner Gaben aber auf den Muskel- 
chemismus und den Stoffwechsel itiberhaupt, die etwa denen der im 
Kaffee genossenen gleichkommen, und insbesondere der chronischen 
und oralen Verabfolgung solcher Dosen fehlt es durchaus an geniigenden 
Unterlagen. In der von 0. Eichler (1938) gegebenen Zusammenstellung 
ist das Unbefriedigende des bisher zu diesen Fragen vorhandenen 
Forschungsmaterials deutlich zu erkennen. 

Auch die in der vorliegenden Arbeit ausgefiihrten Versuche sind 
mit den iiblichen hohen Dosen bei subcutaner Zufuhr angestellt. [hr 
Ziel war denn auch nicht so sehr, einen neuen Beitrag zur Pharmakologie 
der Coffeinwirkung zu erbringen, als vielmehr die durch Coffein bedingte 
erhebliche und ihrem Wesen nach noch keineswegs geklarte Stérung 
des Kohlenhydratumsatzes etwas naher zu studieren und fiir die Lehre 
vom Kohlenhydratumsatz, soweit méglich, zu verwerten. Szakall (1935) 
hat vor kurzem die von Atzler und Mitarbeitern durchgefiihrten Unter- 
suchungen zusammenfassend dargestellt und kommt zu dem Ergebnis. 
daB Coffein die Synthese der Hexosephosphorverbindungen hemme. 


Diese Annahme kann allerdings vorderhand, obwohl einige Befunde 
sie zu stiitzen scheinen, doch nur als Hypothese gewertet werden. 


Friihzeitig (Ransom 1911) ist gefunden und seither oft bestatigt 
worden, daB in Coffeinlésungen getauchte isolierte Froschmuskeln 
an Sauregehalt zunehmen, vor allem wenn man sie gleichzeitig elektrisch 
reizt. Diese Siurezunahme geht mit einer mehr oder weniger starken 
Kontraktur einher, die bei hohen Dosen des Giftes in irreversible Starre 
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iibergeht (Riesser 1925). Riesser und NeuschloB (1922), die mit Embdens 
Methodik und unter der Leitung von dessen alteren Vorstellungen iiber 
das ,,Lactacidogen*‘ der Muskeln arbeiteten, schlossen aus dem starken 
Schwund an ,,Lactacidogen*, bei Einwirkung von Coffein auf isolierte 
Froschmuskeln, da sowohl Milchséiure wie Phosphorséure im coffein- 
vergifteten Muskel stark vermehrt sind. Dieser Schlu8 war, soweit 
er die Milchsaéure betrifft, wie wir heute wissen, nicht ohne weiteres 
zulassig, nachdem der Embdensche altere Begriff des ,,Lactacidogens‘* 
sich als irrig erwiesen hat. Matsuoka (1924) (bei Meyerhof) jedoch hat 
durch Analyse der Milchsaéure selbst ihre Zunahme unter Coffein im 
vergifteten Muskel sichergestellt. [hr parallel geht eine starke Zunahme 
des Sauerstoffverbrauchs (Meyerhoff 1921). Wahrend aber normaler- 
weise die nach primarer Milchséurevermehrung einsetzende Atmungs- 
steigerung von einer Restitution des Glykogens aus Milchsaéiure im 
isolierten Muskel begleitet ist, bleibt jener von Meyerho} so eingehend 
studierte und wichtige Koppelungsvorgang unter Coffein aus. Auf eine 
Restitutionshemmung konnten auch Riesser und Neuschlof (1922) 
schlieBen, indem sie nachwiesen, daB unter Coffein und gleichzeitiger 
Muskelreizung ein starker Zerfall von ,,Lactacidogen” eintritt, der ohne 
Coffein nicht zu beobachten ist, weil, wie Embden lehrte, normalerweise 
das bei der Reizung zerfallende ,,Lactacidogen** unmittelbar wieder 
aufgebaut wird. Da indeB diese Hypothese Embdens auf unsicherem 
Boden steht, so sind auch die obigen SchluBfolgerungen nicht unbedingt 
gesichert. 

Uber das Lactacidogen Embdens in seiner alteren Bedeutung soll an 
dieser Stelle noch einiges bemerkt werden. Man bestimmte im nach Schenck 
enteiweiBten Muskelfiltrat die Phosphorséiure gravimetrisch mit Hilfe der 
Strychnin-Molybdatfallung. Und zwar erstens (A) im frisch entnommenen 
Muskel und zweitens (B) in einer Probe, die 2 Stunden bei 40° in bicarbonat 
alkalischer L6sung erwarmt war, wobei eine erhebliche Menge von Phosphor- 
siure frei wurde. Die Differenz zwischen B- und A-Wert bezog Embden 
auf den Zerfall einer Hexosediphosphorséure, wobei er ferner annahm, 
daB dabei aquimolekulare Mengen Milchséure und Phosphorséure gebildet 
werden. Wir wissen heute, daB diese Annahme Embdens irrig war, sind 
uns allerdings zugleich bewuBt, daB seine diesbeziiglichen Untersuchungen 
geradezu bahnbrechend fiir die Erforschung des Muskelstoffwechsels wurden. 
Seine Lactacidogenphosphorséure stammte bestimmt nicht aus Hexose- 
diphosphorséure, die wie Embden spater selbst fand, im Muskel nicht vor- 
gebildet ist. Und obwohl Embden dann durch seine weiteren For- 
schungen iiber den Abbau der Kohlenhydrate im Muskel die neueren 
Anschauungen wesentlich geférdert hat, so hat weder er noch einer seiner 
Schiiler sich bemiiht, véllig zu klaren, was man eigentlich damals als Lacta- 
cidogenphosphorsaure wirklich bestimmt hat. Sicher ist, wie Lohmann 
zeigte, die Pyrophosphorsaure darin enthalten. Die Frage mu aber gestellt 
und gelést werden, weil die Embdensche Schule in einer groBen Zahl von 
Arbeiten sehr erhebliche und sehr bemerkenswerte Veranderungen der 
..Lactacidogenphosphorséure* unter den verschiedensten physiologischen, 
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pathologischen und experimentellen Bedingungen festgestellt hat, woz, 
auch die Untersuchungen des Verfassers iiber pharmakologische Beein 
flussung des Lactacidogengehalts gehéren. Es ware dringend erwiinscht. 
allen diesen Forschungsergebnissen neue Bedeutung dadurch zu verleihen, 
da man das Wesen der nach Embden bestimmten Lactacidogenphosphor. 
siure exakt bestimmte. Es ist nicht unméglich, daB sich aus solchem Be 
miihen neue und wichtige Gesichtspunkte ergeben. Eine Klarung wire 
auch deshalb sehr willkommen, weil noch immer im Schrifttum der alte 
und sicher irrige Begriff des Lactacidogens in Unkenntnis der seitherigen 
Wandlung der Vorstellungen gebraucht wird. 

Bei allen Versuchen iiber die Wirkungen des Coffeins auf isolierte 
Muskeln spielt noch ein Faktor hinein, der meist auch nicht geniigend 
beriicksichtigt wird, namlich die durch Coffein in den zumeist ange- 
wandten héheren Konzentrationen hervorgerufene, mehr oder weniger 
schwere Schadigung des kolloidchemischen Gefiiges der MuskeleiweiS.- 
kérper und der histologischen Struktur. Wahrscheinlich beginnen die 
ersten Veranderungen dieser Art schon bei niederen Konzentrationen, 
auch ohne da sie sich in gréberen Strukturainderungen nachweisen 
lassen. Durch diese Tatsache wird die Deutung der von Meyerho/ 
aufgefundenen Oxydationssteigerung bei mit Coffein vergifteten 
Muskeln sehr erschwert, da es bekannt ist, da jede Schadigung lebenden 
Gewebes zu einer gesteigerten Verbrennung fiihrt. Verfasser selbst 
hat seinerzeit die Lehre ausgearbeitet, daB die durch Coffein an iso- 


lierten Muskeln auftretende Kontraktur die Folge einer Saureanhaufung 
im Muskel sei. Ich bin heute nicht sicher, ob nicht die Gewebeschadigung 
als solche zum mindesten mit und neben der Saéureanhaufung die Kon- 


traktur bedingt. 


Bei der Beurteilung der am lebenden Tier nach Zufiihrung von 
Coffein auftretenden Veranderungen des Stoffwechsels, insbesondere 
des Muskelstoffwechsels, wird man an Stelle oder neben einer direkten 
Wirkung auf den Muskel an die Folgen der zentralnervésen, insbesondere 
der zentralsympathischen Erregung zu denken haben, die das Coffein 
hervorruft. Dabei darf keinesfalls iibersehen werden, daB die zentral- 
sympathische Erregungswirkung des Coffeins, wie sie sich u. a. in der 
Blutzuckervermehrung, sowie in Temperatursteigerung dufert, 
mindestens teilweise tiber die Nebenniere geht und primar eine ge- 
steigerte Adrenalinausschiittung hervorruft. Riesser und Wolfer (1937) 
glauben z. B. die unter Coffein zu beobachtende starke Herabsetzung 
der Histaminwirkung am Meerschweinchen auf die durch Coffein be- 
dingte Mehrbildung von Adrenalin zuriickfiihren zu kénnen. Sicher 
jedenfalls ist, daB viele Wirkungen des Coffeins mit denen des Adrenalins 
iibereinstimmen: Die Erhéhung der Pulsfrequenz, die Hyperglykamic 
als Folge starken Abbaus des Leberglykogens, der akute Glykogen- 
schwund in den Muskeln, vermehrte Milchsaurebildung in ihnen, Zu- 
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nahme des Muskelkreatins und gesteigerte Kreatinausscheidung im 
Harn. 

DaB, wie Masayama (1931) bei Riesser fand, die Durchtrennung 
des gemischten Muskelnerven die Wirkung des Coffeins auf das Muskel- 
glvykogen aufhebt, wahrend Adrenalin auch dann noch unverandert wirk- 
sam bleibt, spricht allerdings entschieden dafiir, da} zum mindesten die 
Beeinflussung des Glykogenabbaus im Muskel durch Coffein nicht den 
Weg iiber eine erhéhte Adrenalinausschiittung nimmt. Ein sehr be- 
merkenswerter Unterschied scheint darin zu bestehen, daB unter 
Adrenalin die Abnahme des Muskelglykogens mit einem Anstieg der 
Blutmilchséiure verbunden ist, wahrend, wie Brentano (1931) bemerkte, 
nach Coffein der Milchsaiureanstieg im Blut fehlt. 

Gerade diese letztgenannte Beobachtung von Brentano, die er 
als eine Art Nebenbeobachtung an Hand eines Versuchsbeispiels regi- 
striert, wurde die Anregung zu den nachstehend geschilderten Versuchen. 
Der Befund lie vermuten, daB bei dem im lebenden Organismus unter 
Coffein eintretenden starken und schnellen Abbau des Muskelglykogens 
keine Milchsaure entsteht, sondern vielleicht eines der Zwischenprodukte 
des Glykogenabbaus. Nun ist es durch die Arbeiten von Cori (Hegnauer 
u. Cori 1934) bekannt, daB unter der Einwirkung von Adrenalin ebenso 
wie bei starker Arbeit, die Menge der Hexosemonophosphorsaure im 
Muskel zunimmt. Folgt man der heute geltenden Anschauung, da® der 
Abbau des Glykogens iiber die Hexosemonophosphorsaure fiihrt, so 
kénnte man sich vorstellen, da8 sowohl unter Adrenalin als vielleicht 
auch unter Coffein, der Vorgang vorwiegend oder nur bis zu jenem Ester 
geht und nicht weiter bis zur Milchséure. Fiir das Adrenalin kann das 


allerdings in dieser Zuspitzung nicht gelten, da es ja auch eine starke 

Milchsaurevermehrung im Blut erzeugt. Es ware aber auch daran zu 
5 £ 

denken, daB, wie Riesser (1937) es erértert, die Hexosemonophosphorsaure 


nicht oder nicht allein auf dem Wege zwischen Glykogen und Milchsaure, 
also im Gang der Glykogenolyse liegt, sondern zwischen Blutzucker und 
Glykogen, also auf dem Wege des Glykogenaufbaus. Die Anhaufung 
der Hexosemonophosphorsiure kime dann nur dadurch zustande, 
daB das Adrenalin den Aufbau des Glykogens aus Blutzucker im Stadium 
der Hexosemonophosphorsaure unterbricht, und man kénnte vermuten, 
daB unter Coffein etwas Ahnliches eintritt. Im Zusammenhang mit den 
von Riesser (1937) eingehend erérterten Problemen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels im Muskel kénnte die Beantwortung dieser Fragen niitz- 
lich sein. 

Als Beitrag zum Studium des Problems ist eine Reihe von Ver- 
suchen an weiBen Ratten angestellt worden und zwar an normalen 
Tieren einerseits, andererseits an solchen, die 2 Stunden unter der 
Wirkung hoher Coffeindosen standen. Die Dauer der Versuche wurde 
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zunachst so bemessen, weil wir aus unseren alteren Arbeiten wissen. 
dais innerhalb dieser Frist ein starker Glykogenverlust der Muskeln 
zustande kommt. Zwei Versuche an Meerschweinchen wurden angefiict, 
Wir bestimmten die folgenden Werte: Im Muskel Glykogen, Hexose. 
monophosphorsaure (als Hexose), Kreatinphosphorsdure, Kreatin und 
Milchsdure, im Blut Milchséure, in der Leber Glykogen und Hexose. 
monophosphorsaure. Die Ratten standen unter einer normalen ge. 
mischten Ernaihrung. Das ist vielleicht im Hinblick auf die Versuchs. 
ziele nicht giinstig, weil bei gewdhnlicher Fiitterung, auch wenn sie 
iiberreichlich ist, der Glykogenbestand der Leber sehr stark wechselt 
und gar nicht selten gleich Null ist. Besser ware es zweifellos, nach 


Cori zu verfahren, wie es in seinen neueren Arbeiten auch Brentano 
macht, den Tieren nach 24stiindigem Hunger Glucose (0,5 g/100 g) 
durch Schlundsonde zu geben und sie einige Stunden spater zu unter- 


suchen. Man ist dann sicher, daB sie hinsichtlich des Glykogenbestandes 
der Leber in optimaler und gleichmaBiger Verfassung sind. Leider 
haben auBere Umstande den auf breiter Grundlage geplanten Ausbau 
unserer Versuche verhindert. Wir miissen uns daher mit der Verdéffent- 
lichung der bisherigen Ergebnisse begniigen, die immerhin einige Hin- 
weise gestatten. Der Methodik widmen wir dabei eine et was ausfiihrlichere 
Darstellung. Denn obwohl die angewandten analytischen Verfahren 
bekannt sind, fiihrten besondere Grtliche Verhaltnisse und einige neue 
Beobachtungen zu gewissen Abwandlungen, die eine Beschreibung 
rechtfertigen. 


Methodik. 


Die gleichzeitige Analyse einer Mehrzahl von Werten erforderte be- 
sondere MaBnahmen, die durch die Gefahr mehr oder weniger schneller 
postmortaler Zersetzung der zu bestimmenden Substanzen bedingt war. 
Fliissige Luft zur sofortigen Unterbrechung der fermentativen Vorgéinge 
war nicht zur Hand. Da ihre Anwendung beim Muskel nicht ganz ohne 
Bedenken ist, darf wohl bemerkt werden, denn wir wissen, da das Ein- 
tauchen der Muskeln in fliissige Luft einen starken Reiz darstellt und dai 
die tiefer liegenden Gewebeschichten keineswegs momentan abgetétet 
werden. Sehr giinstig scheint die von Davenport eingefiihrte Methode zu 
sein, bei der die Muskeln in situ und bei ungeschiadigter Durchblutung und 
Nervversorgung mittels Kohlensiiureschnees und Ather gefroren werden. 
Wir selbst sind ahnlich vorgegangen wie es in alteren Arbeiten Eggleton 
getan hat, indem wir die Gewebestiicke so schnell als méglich wogen, sie 
sofort in stark gekiihlte Extraktionslésung einbrachten und darin_ bei 
fortgesetzter Kiihlung fein zerschnitten. An den nach dem Tode so schnell 
anwachsenden Milchséurewerten ruhender unvergifteter Muskeln kann 
man am besten erkennen, ob die Versuchsbedingungen brauchbar sind. 
Mit einem Durchschnitt von 0,08°%, zeigen die von uns erhaltenen Ruhe- 
milchsiurewerte, daB unser Verfahren zulassig ist, wenn es auch imme! 
noch merklich héhere Ziffern liefert als die Methode von Davenport. 

Mit dem Verzicht auf Verwendung fliissiger Luft geht ein sehr groBe1 
Vorteil verloren, namlich die fiir eine schnelle und vollstandige Extraktion 
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besonders wichtige feine, pulverférmige Zerteilung des Gewebematerials. 
Die Zerteilung mit der Schere kann selbst im besten Fall angst nicht die 
gleiche Zerteilungsfeinheit erreichen und man mui sich dariiber klar sein, 
da die Extraktion soleher gréberen Mischungen langsamer vonstatten 
geht als die des fein gepulverten Gewebes. 

Unter den von uns analysierten Bestandteilen der Gewebe ist nur das 
Kreatin weitgehend stabil, so daB es noch lange nach dem Tode extrahiert 
und bestimmt werden kann. Nur mu man natiirlich darauf achten, daB 
der Wassergehalt des Gewebes sich inzwischen nicht andert oder man mu 
vergleichende Trockensubstanzbestimmungen machen, um vergleichbare 
Werte zu bekommen. 

Vom Glykogen wei man, daB es sich im absterbenden Gewebe unter 
Zerfall zu Milehsaéure schnell vermindert, vor allem wenn das Gewebe ge- 
schadigt oder gar mechanisch zerkleinert ist. Im unverletzten Organ, be- 
sonders wenn es nach dem Tode zuniachst noch im Kérper liegenbleibt, 
verlauft jedoch die Aufspaltung anfanglich nur langsam. Verfaihrt man so, 
dann braucht man sich nicht allzusehr zu eilen. Immerhin soll man die 
Glykogenanalyse innerhalb von 15 Minuten nach dem Tode des Tieres in 
Gang bringen, d.h. das zu analysierende Material in hei®e Kalilauge 
einwerfen. 

Fiir die Milchsaure, die ja im Muskel hauptsachlich aus dem Glykogen 
entsteht, gilt demgemaS das gleiche wie fiir das Glykogen. Da sie aber 
auch aus etwa vorhandenen Zwischenstufen und entsprechend schneller 
gebildet werden kann, so muB man die Milchséiureanalyse besonders schnell 
in Gang bringen und wir haben sie daher stets als erste angesetzt. 

Unmittelbar darauf soll man die Bestimmung der Hexosemonophosphor- 
siure und der Kreatinphosphorsaure beginnen, da beide ebenfalls ziemlich 
schnell zerfallen. 

Um den genannten Forderungen gerecht zu werden, verfuhren wir 
folgendermaBen. Etwa 15 Minuten vor der beabsichtigten Tétung des Tieres 
wurden vier kleine Porzellanmorser (Inhalt etwa 20 cem) in eine Eis-Kochsalz- 
Mischung eingestellt. Nr. 1 (Milchsaurebestimmung) wird mit 5 eem 4 °,iger 
HCl beschickt, Nr. 2 (Hexosemonophosphorséure des Muskels) mit 10 cem 
einer Lésung, die 5% ige Trichloressigsaure und 1° HCl enthalt, Nr. ¢ 
(Kreatinphosphorsiure) mit 10 cem 7 %iger Trichloressigsiurelésung, Nr. 4 
(Hexosemonophosphorséure der Leber) mit 10 cem derselben Lésung wie 
Nr. 2. Ein fiinfter kleiner Mérser, der nicht gekiihlt wurde, erhielt wieder 
l0cem der 7%igen Trichloressigsiure (Kreatinbestimmung). Fernet 
wurden zwei zylindrische Zentrifugenglaser mit je 3 cem 60 %iger Kalilauge 
zur Glykogenbestimmung in einem siedenden Wasserbade bereit gestellt 
und endlich zwei konische Zentrifugenglaschen mit je 2 cem der Mathison- 
schen Magnesiummischung zur Bestimmung der anorganischen Phosphor- 
siure fertiggemacht. 


Die zu tétenden Ratten erhielten 0,15 g Evipannatrium pro kg Kérper- 
gewicht in 2% iger Lésung subcutan. Innerhalb von héchstens 10 Minuten, 
meist wesentlich schneller, waren sie soweit narkotisiert, da man sie durch 
Halsschnitt t6ten konnte, ohne da®B stirkere Abwehrbewegungen erfolgten. 
Ein Einflu8 dieser kurzen und leichten Narkose auf Blutzucker, Muskel- 
milchsdéure, Glykogenbestand usw. ist nicht zu befiirchten. 


Das aus den durchschnittenen Carotiden ausstro6mende Blut wurde 
in einer kleinen mit wenig gepulverter Oxalsiure beschickten Schale auf- 
gefangen. 2 ccm davon wurden mittels Pipette entnommen und in ein vor- 
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bereitetes Zentrifugenglas eingebracht, das eine Mischung von 5 cem 4 % iver 
HCl und ebensoviel 5 %iger Sublimatlésung enthalt, zum Zweck der Mile) 
siurebestimmung. Spiter wurden dann noch 5 ccm dest. Wasser zugefiict, 
und das Ganze bleibt dann nach gutem Umschiitteln verschlossen bis zn 
folgenden Tag stehen. 

Unmittelbar nach dem Tode des Tieres wurden die Muskeln der Hinte1 
beine (Oberschenkel) grob herausgeschnitten. In einem zuvor gewogenen 
Glaschen wurden dann so schnell hintereinander als méglich fiinf Prober 
zu je 10g auf etwa 3mg genau abgewogen. Die ersten drei Proben 
kommen, jede sofort nach dem Abwiegen, in die abgekiihlten oben ange 
fiihrten Lésungen | bis 3, die vierte in eines der Réhrchen mit der heiGen 
Kalhilauge, die fiinfte endlich in die fiir die Kreatinbestimmung vorgesehene 
Lésung. Jetzt erst wird die Leber entnommen. Von ihr werden wiederum 
zweimal 1,0 g abgewogen. Die erste Probe kommt in Lésung 4, die zweite in 
das zweite Kalilaugeréhrchen. 

Nun werden nacheinander, in der Reihenfolge der Numerierung, die 
inzwischen teilweise in den Lésungen eingefrorenen Gewebestiickchen mit 
einer kleinen gebogenen Scheere méglichst fein zerschnitten. Nr. 1 wird mit 
5cem 5%iger Sublimatlésung versetzt. Der Inhalt aller fiinf Schalchen 
wird nun sorgfaltig in zylindrische Zentrifugenréhrchen iibergefiihrt, von 
denen das zu Probe 3 (Kreatinphosphorséurebestimmung) gehérige in de: 
Kismischung steht. Bei Probe | (Milchséurebestimmung) wascht man mit 
genau 5 cemdest. Wasser nach, beiden anderen unterbleibt das Nachwaschen, 
zumal die geringen Spuren zuriickbleibender Fliissigkeit ohne Einflu8 aut 
das Ergebnis der Analyse sind. 

Samtliche Réhrchen bleiben, mit Ausnahme von Nr. 3, gut verschlossen 
bis zum folgenden Tage stehen: hin und wieder werden sie leicht durch 
geschiittelt. Nur Réhrchen 3, zur Bestimmung der anorganischen und 
Kreatinphosphorséure, wird etwas anders behandelt. Zunachst bleibt es 
unter haiufigem Schiitteln 30 Minuten in der Kaltemischung stehen. Sodann 
wird durch ein trocknes Filter in ein ebenfalls vorgekiihltes trocknes Réhrehen 
filtriert. Vom Filtrat entnimmt man sofort zweimal 2 ccm und laBt sie in 
die beiden vorbereiteten mit Mathisons Reagenz gefiillten Zentrifugenglase: 
einflieBen. Man setzt je 2cem 10% iges Ammoniak hinzu und laBt gut 
verschlossen bis zum nachsten Tag stehen. 

AnschlieBend erfolgt nun die Fortfithrung der Glykogenbestimmung 
in dem inzwischen vollig gelésten alkalischen AufschluB in der tiblichen 
Weise nach Frank und Forster (1925). 

Zu den Einzelbestimmungen ist noch folgendes auszufiihren. 


1. Kreatinbestimmung. 


Statt des alteren, von Riesser und anderen benutzten Verfahrens (ler 
Extraktion mit schwach sauren Kochsalzlésungen bedienten wir uns der 
Herauslésung mittels 7 %iger Trichloressigséurelésung, wie es schon Masa 
yama (1931) angegeben hat. Nach etwa 20stiindiger Extraktion wurde durch 
ein trocknes Filter filtriert. 5ccem des klaren eiwei®freien Filtrats werden in 
einen 50 cem-MeBkolben gebracht, mit einigen Tropfen starker Natron- 
lauge neutralisiert und sodann mit soviel konzentrierter HCl versetzt. 
daB die Lésung 2,5 % freie Saure enthalt. Man erhitzt nun bei aufgesetztem 
kleinem Trichter 3 Stunden lang auf dem Wasserbade zur Umwandlung des 
Kreatins in Kreatinin. Nach dem Abkiihlen wird auf 50 ccm aufgefiillt 
10 cem dieser Lésung kommen in einen 100 cem MeBkolben und werden 
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mit 10 %iger. NaOH neutralisiert. In zwei andere Kolben gleichen Inhalts 
kommen je 1,0 und 0,5 ccm einer Lésung, die im cem genau 0,1 mg Kreatinin 
enthalt. Man stellt sie sich am besten her durch Uberfiihren von 0,1159 g 
bei 110° zur Konstanz getrocknetem Kreatin in Kreatinin durch drei- 
stiindiges Erhitzen in 2,5% HCl enthaltender Lésung auf dem Wasserbade 
und Auffiillen auf 100 ccm. Die beiden Proben zu 0,5 und 1,0 cem werden, 
um gleiche Volumina in allen drei Proben zu haben, mit dest. Wasser auf 
10cem gebracht und mit NaOH neutralisiert. Endlich gibt man zu allen 
drei Proben je 1,5cem 1,2 %iger Pikrinséure und 1,0 cem 10% iger NaOH 
und 1aBt 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Dann wird mit Wasser 
mu Marke aufgefiillt. Zur Kolorimetrie benutzten wir den immer noch 
vortrefflichen Apparat von Autenrieth und Kénigsberger, in dem der Keil 
mit der Farblésung aus der Probe mit 1,0 mg Kreatinin gefiillt wird. Die 
0,5 mg Probe muB dann den Teilstrich 50 ergeben, was auch stets bis auf 
einen Teilstrich genau zutrifft. Aus der Eichkurve ist dann der fiir die 
unbekannte Lésung geltende Wert leicht zu ersehen. Bei der sehr ein- 
fachen Berechnung ist zu beachten, daB wir hier, wie iiberhaupt in allen 
Analysen, den Wassergehalt der 1,0 g Muskelprobe mit 1,0 cem der Extrak- 
tionslésung zuvechnen, so daB wir es also mit 11,0 cem zu tun haben. 


2. Bestimmung der Hexosemonophosphorsiure (als Hexose). 


Wir hielten uns genau an die von Embden und Jost (1928) gegebenen 
Vorschriften. Demgemai8 wurde der nach 20stiindigem Stehen erhaltene 
Extrakt klar filtriert, wobei man einen kleinen Rest fiir spéiter zuriickbehalt. 
Das Hauptfiltrat wird, nach Zusatz von zwei Tropfen einer 1 %igen Brom- 
thymolblaulésung durch Zusatz von MgO neutralisiert. Dieser Teil der 
Analyse erfordert besondere Aufmerksamkeit, weil ein UberschuB an MgO 
vermieden werden mu. Man soll daher das MgO nach und nach in ganz 
kleinen Mengen zugeben (jedesmal etwa 10mg) und nach jedem Zusatz 
unter haufigem Schiitteln warten, bis sich alles gelést hat. Zum SchluB 
bleibt eine Triibung bestehen und nun hat man darauf zu achten, daB auch 
nach langerem Stehen die allmahlich griinlich gewordene Farbung nicht 
in Blau iibergeht. Ist das doch einmal der Fall, dann benutzt man einen 
Tropfen des zuriickgestellten sauren Filtrats, um den UberschuB zu be- 
seitigen. Das Weitere vollizieht sich gemaB den Vorschriften. Statt des 
vorgeschriebenen absoluten Alkohols scheint man auch mit 96 %igem 
Alkohol auszukommen. Jedenfalls haben wir in Doppelbestimmungen, bei 
denen eine Analyse mit absolutem die andere mit 96°%igem Alkohol 
ausgefiihrt wurde, keine Unterschiede im Ergebnis bekommen. — Die 
bei der Reduktion nach Hagedorn-Jensen aus der iiblichen Tabelle ab- 
gelesenen Werte sind mit 1,5 zu multiplizieren. Bei der Analyse der 
Leber ist der Verlauf der gleiche. 


3. Kreatinphosphorsdure. 


Die Bestimmung erfolgt nach Lohmann und Jendrassik (1928). Der 
gesuchte Wert wird ermittelt als Differenz der Summe von Kreatinphos- 
phorséure und praformierter anorganischer Phosphorséure (sogenannte 
direkt bestimmbare Phosphorséure“‘) und der sofort als Magnesiumammon- 
phosphat ausgefallten préformierten anorganischen Phosphorsiure. Die 
Kolorimetrie der Phosphorséure wird bei Lohmann gemaéB den von Fiske 
und Subbarow (1925) gegebenen Vorschriften ausgefiihrt. 
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Da das von diesen Autoren zur reduktiven Bildung des blauen Fur! 
stoffs benutzte Eikonogen im Handel nicht mehr erhaltlich ist, benutze; 
wir an seiner Stelle nach dem Vorgang von Kuttner und Mitarbeitern (1927. 
1930, 1931) eine verdiinnte Lésung von Zinnchloriir, wie sie fiir die P-}y 
stimmung im Blut von jenen Autoren empfohlen wird (vgl. Rappaport 
1935). Dies Verfahren, auf die Bestimmung der P-Fraktionen des Muskels 
angewandt, bedarf aber einiger besonderer Bemerkungen. 

Zunachst ist es wichtig, daB man bei Verwendung von Zinnchlo 
als Reduktionsmittel mit einer viel verdiinnteren Molybdatschwefelsaur 
arbeiten mu, als beim Eikonogenverfahren. Wahrend Fiske und Subharoy 
eine Losung von 7,5 °, Ammonmolybdat in einer fiinffach normalen Schwef: 
siure anwenden, geht man beim Zinnchloriirverfahren von einer 2 .N 
Schwefelsaure aus (93g konz. Schwefelsiure auf 1 Liter verdiinnt) und 
mischt 3 Teile davon mit | Teil einer 7,5°% igen Ammonmolybdatlésung 


so da®B die Endkonzentration an Schwefelsaure nur noch 1,5 N ist, gegen 
iiber 5 N bei der Originalmethode. In der Tat bekommt man bei Verwendung 
hoherer Schwefelsiurekonzentrationen mit SnCl, keine Blaufarbung. Di 
Zinnchloriirstammlésung enthalt 20°, des Chloriirs in 25 °,iger HCI] und 
halt sich in dunkler Flasche bei Eisschranktemperatur einige (4 bis 6) Wochen 
Davon mu man sich fiir jede Bestimmung eine Verdiinnung |: 200 her 
stellen, die nur kurz haltbar ist. 


Als Phosphatstandard benutzt man eine L6sung von primarem Kalin 
phosphat Soerensen, die in 1 cem 0,2 mg P,O, enthalt. Die zu analysierenden 
Proben miissen, wenn man nach unserer Vorschrift und mit dem Kolori 
meter von Autenrieth und Kénigsberger arbeitet, weniger als 0,2 mg P,O 


enthalten, was bei Verwendung von 1,0cem des Muskelfiltrats zutrifft. 
Der Ansatz erfolgt in 25 ccm-MeBkélbchen. Das erste erhalt 1,0 cem de: 
Standardlésung, das zweite 0,5cem davon und die iibrigen die zu be 
stimmenden Proben. Man setzt zu jedem Kélbachen 2,5 ccm der Molybdat 
schwefelséuremischung und 2,0cem der frisch bereiteten Zinnchlorii: 
lésung. Die Blaufarbung tritt bei Zimmertemperatur sehr schnell ein und 
ist nach genau 5 Minuten sicher beendet. Man gibt die Standardlésung | in 
den Keil des Kolorimeters und muB, wenn alles richtig ging, fiir Standard 
lésung 2 dann den Teilstrich 50 finden, was bei jeder Analyse nachgepriift 
wird. Der Gehalt der zu analysierenden Proben laBt sich dann an Hand de1 
jeweiligen Ablesung leicht bestimmen. 

Bei Verwendung des alten Originalverfahrens mit starker Molybdan 
schwefelséure und Eikonogen wird die reduzierende Mischung auch noch 
5 Minuten bei 37° erwarmt. Dies, zusammen mit der hohen Schwefelsaur 
konzentration, bewirkt einen schnellen und vollstandigen Zerfall der Kreatin 
phosphorséure, so dafsi man bei der Kolorimetrie sofort die Summe det 
praformierten und abgespaltenen Phosphorséure bestimmt. Daher die 
Bezeichnung ,,direkt bestimmbare** Phosphorsaéure. 

Bei der Zinnchloriirmethode liegen die Dinge jedoch anders. Hie! 
ergibt die sofortige Bestimmung einen nur wenig héheren Wert als dem 
Gehalt an praformierter anorganischer Phosphorséure entspricht, d.h 
also, daB die Kreatinphosphorséure unter diesen Bedingungen nicht oder 
nur ganz wenig aufgespalten wird. Lat man das Trichloressigsaurefiltrat 
aber stehen, so nimmt die Menge der mit dem Verfahren bestimmbaren 
Phosphorsaéure stetig zu und man erhalt den Wert der Summe, entsprechen( 
dem der ,,direkt bestimmbaren‘* Phosphorsaure, erst nach etwa 20stiindigem 
Stehen. Auf diese Weise sind alle von uns angegebenen Werte fiir cies 
Fraktion bestimmt. 
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Die anorganische priformierte Phosphorsaéure endlich wird natiirlich 
n dem frisch erhaltenem Kaltextrakt analysiert, gemaB den bekannten 
Vorschriften von Lohmann. Wir haben den Beginn der Analyse weiter 
ben schon angefiihrt. Man zentrifugiert nach etwa 20 Stunden scharf 
ib, wascht den Niederschlag mit 2 %igem Ammoniak und lést ihn schlieBlich, 
nach erneutem Zentrifugieren, in 2,5 ccm der sauren Molybdatmischung. 
Man fiigt 2,0cem frischer Zinnchloriirlésung hinzu und fiihrt schlieBlich 
den Inhalt der Zentrifugenglaschen in die 25 cem-Kélbchen iiber. 


4. Milchsdéure. 


Die Bestimmung erfolgte nach Friedemann, Cotonio und Shaffer bzw. 
nach Lehnartz (1928). Vom Filtrat der Schenck-Fallung wurden 10 eem 
entnommen. Nach der bisher geltenden Vorschrift mu nun zuerst durch 
Kinleiten von H,S das Hg ausgefallt werden. Das Sulfid wird abfiltriert 
ind das Filter mehrfach mit Wasser ausgewaschen. Uberschiissig geléster 
Schwefelwasserstoff ist sodann mit éinem Luftstrom zu entfernen. Endlich 
wird die Lésung in einen 50 cem-MeB8kolben iibergefiihrt, mit 2 cem 10 °piger 
Kupfersulfatlésung und so lange mit 33°/,iger Na O H versetzt, bis das Ausfallen 
ler ersten Spur von Kupferhydroxyd die Neutralisierung anzeigt. Endlich 
kommen 5cem einer 10%igen Aufschwemmung von Ca(OH), hinzu und 
Wasser bis zur Marke. Nach haufigem Umschiitteln und 30 Minuten langem 
Stehen wird durch ein trocknes Filter filtriert und vom Filtrat eine ange- 
messene Menge zur Oxydation entnommen, die in der von Lehnartz (1928) an- 
gegebenen Apparatur und nach den von ihm gegebenen Vorschriften erfolgt. 

Zwei Verbesserungen konnten wir an diesem Analysengang vornehmen. 
Die erste betrifft die Ausfallung des Hg als HgS. Die Verwendung von 
Schwefelwasserstoff und seine Entfernung sind sehr wenig beliebte Vorgange. 
Man kann diesen Arbeitsgang aber fast ohne jede Geruchsbelastigung in 
tolgender Weise ausfiihren, die sich besonders da empfiehlt, wo kein be- 
sonderer Raum verfiigbar ist, die aber ganz allgemeine Vorziige hat. Man 
ringt die 10cem des Hg-haltigen Schenck-Filtrats in ein Kélbchen mit 
loppelt durchbohrtem KorkverschluB. Durch die eine Bohrung fiihrt 
ein Glasrohr bis nahe dem Boden, durch die andere ein dicht unter dem 
Stopfen abgeschnittenes. Unter kurzem Liiften des Stopfens laBt man 
mittels Pipette 3,0cem einer 5° igen Lésung von Na,S + 12 H,O ein- 
flieBen, eine Menge, die nicht nur zur Fallung des Hg ausreicht, sondern 
mit der HCl der Lésung noch einen kleinen Uberschu8 an H,S ergibt. 
Der Stopfen wird sofort wieder aufgesetzt. Unmittelbar auf Zusatz des 
Sulfids ist das HgS ausgefallen, ohne da®B sich gelbes Oxysulfid bildet, und 
der Niederschlag setzt sich sofort klar ab. Man kann gleich die schwach 
aufende Saugpumpe anschlieBen, einen Luftstrom durchsaugen und den 
geringen H,S-Uberschu8 entfernen. Will man jede Spur von Ceruch ver- 
meiden, so kann man noch eine mit NaOH gefiillte Waschflasche zwischen- 
schalten. Nach 15 Minuten spitestens ist die Lésung frei von H,S. Man 
filtriert nun in einen 50 ccm-MeBkolben und wascht das Filter griindlich 
nach. Das Weitere erfolgt wie oben beschrieben. 


Aber selbst dieser Arbeitsgang kann erspart werden. Es la8t sich naémlich 
eicht zeigen, daB die Entfernung des Hg iiberhaupt iiberfliissig ist. Die 
ersten Versuche, um dies nachzuweisen, machten wir mit reinen Zinklactat- 
sungen bekannten Gehalts unter Zusatz der im Muskelversuch gebréuch- 
ichen Menge der Schenck-Mischung. Fiigt man nun zu 10cem der Hg- 
haltigen Lésung direkt CuSO,, NaOH und Ca(OH), in der vorgeschriebenen 
Menge, so erkennt man an der gelbgriinen Farbe des Niederschlags, da®B 
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auBer Kupferhydroxyd auch HgO ausgefallen ist. Das Filtrat ist abe 
nicht Hg-frei. Trotzdem ergibt die weitere Durchfiihrung der Analyse 
genau den berechneten Wert (Tabelle I). Noch giinstiger liegen die Dinge 
anscheinend bei den Muskelfiltraten, weil hier schon ein erheblicher Teil des 
Hg an den EiweiBniederschlag gebunden bieibt. Fiigt man dem Hg-haltigen 
Filtrat nun wieder Cu und Ca zu, so bekommt man keinen gelbgriinen, 
sondern einen rein blauen Niederschlag; es ist also nur noch wenig Hyg 
vorhanden. Aber wiederum erweist sich das Filtrat als noch nicht voll 
kommen Hg-frei. Seine Analyse ergibt aber Milchséurewerte von der ge 
wohnlichen GréBenordnung. Die Zuverlassigkeit des Verfahrens erwies 
sich schlieBlich am klarsten durch Versuche, in denen wir gleiche Mengen 
des Muskelfiltrats nebeneinander analysierten und zwar den einen Teil mit, 
den andern ohne Hg-Entfernung. Tabelle I zeigt drei solcher Versuche und 
man erkennt, daB die Befunde innerhalb der Fehlergrenzen iibereinstimmen. 


Tabelle I. 
A. Vorgelegt je 0,5 mg Milchséure als reines Zink- oder Aluminium-Lactat. 





: * Nach Zusatz von HgClo, 
Por ghee cae I Fehler Behandlung mit Cu/Ca, ohne Fehler 
Hg-Entfernung 


1,0° 
0.8% 
6,0 % 


’ 


0,519 ,, 0,496 ,, 
0,490 ” é ( 0,532 99 
0,540 ” ‘ y 


B. Je 2 gleiche Proben desselben Muskelfiltrats. 


0,528 mg {- y 0,505 mg + 
ote 





Ohne Hg-Entfernung Mit Hg-Entfernung Differenz 


0,098 % 0,099 % 1,0 % 
0,213 % 0,225 % 5,5 % 
0,245 % 0,245 % 0,0 % 


Auf Grund dieser Ergebnisse haben wir unsere Analysen zum groSen 
Teil ohne Hg-Entfernung ausgefiihrt und glaubén die Methode, die den Gang 
der Gesamtanalyse merklich abkiirzt, empfehlen zu kénnen. Es darf jedoch 
gesagt werden, da} bei Anwendung unseres Verfahrens zur Beseitigung 
des Hg der Unterschied an Zeit und Miihe kaum noch ins Gewicht fallt. 

Der Gang der Oxydation mittels n/500 Permanganat und bei Gegenwart 
von MnSO, gemaB8 den Vorschriften von Lehnartz (1928) bietet zu weiteren 
Bemerkungen keinen AnlaB. Das gesamte Verfahren arbeitet sehr zu- 
verlassig. 


5. Glykogenbestimmung nach Frank und Forster (1925). 


Hierzu ist nichts weiter zu bemerken. Wir haben die erste Alkohol- 
fallung stets durch eine zweite, nach Auflésen des ersten Niederschlags, 
erganzt. 


Ergebnisse. 
1. Auferes Wirkungsbild der Coffeinvergiftung. 


Unsere Versuche sind zum gréBten Teil an Ratten angestellt. 
Die Dosen an Coffein. purum betrugen, wie erwahnt, 0,1, 0,15 und 0,2 g 
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pro kg Kérpergewicht. Die Verabfolgung erfolgte subcutan in 2° iger 
Lésung. Eine erkennbare Wirkung ist erst bei den héheren Dosen 
festzustellen. Sie besteht im wesentlichen darin, daB die Tiere nicht 
etwa Erregungserscheinungen aufweisen, sondern im Gegenteil sehr 


bewegungstrage und schlafrig werden. Das ist schon 30 Minuten nach 


der Einspritzung deutlich und wird gegen Ende der 2.Stunde besonders 
auffallend. 

Bei stirkster Wirkung liegen die Tiere seitlich an die Wand des 
GefaBes gelehnt. Von erhéhter Reflexerregbarkeit auf Gerausch oder 
Betasten kann nicht die Rede sein. Man hat jedoch den Eindruck, 
als ob die Tiere, wenn man sie mit einem Stabe neckt, agressiver reagieren 
als zuvor, indem sie den Stab energisch angreifen. Nach solch einem 
Angriff sacken sie dann in oft grotesken und unnatiirlichen Stellungen 
zusammen. Es verbindet sich also die scharfere Abwehr mit einer Er- 
schwerung der Bewegungsablaufe. Ferner fallt es sehr auf, daB die 
Narkose der mit Coffein vorbehandelten Tiere mit Evipan erst mit 
gréBeren Gaben zu erzielen ist als bei den nicht vergifteten Tieren, 
was ja bekannten Beobachtungen entspricht (vgl. Riesser 1938). Man 
hat also den Gesamteindruck, als ob zwar eine gesteigerte zentrale 
Erregung vorhanden ist, da} diese aber infolge einer direkten Schadigung 
der Muskulatur nicht recht in motorische AuBerungen umsetzbar ist. 


2. Stoffwechselwirkungen. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen sind in der Tabelle zusammen- 
gestellt. Fiir einige der Werte ist die Zah] der Analysen leider zu gering, 
um bestimmte Schliisse zu erlauben. Das gilt vor allem fiir die Kreatin- 
phosphorséure. Auch die Zahl der Hexosephosphorsdéurebestimmungen 
ist nicht so groB, wie wir es gerne gewiinscht hatten. Immerhin 1aBt 
sich das eine sagen: unsere Vermutung, da8 unter Coffein abhnlich 
wie unter Adrenalin der Gehalt an Hexosemonophosphorsaure im Muskel 
zunimmt, stimmt nicht. Im Gegenteil besteht besonders bei hochgradiger 
Vergiftung eine Neigung zur Abnahme. Es fallt auf, daB so niedrige 
Werte, wie sie der Coffeinversuch 13 und 15 aufweisen, bei den un- 
vergifteten Tieren niemals gefunden wurden. Der Mittelwert der 
Coffeintiere (0,126°/,) liegt denn auch erheblich unter dem Mittel- 
wert der Normaltiere (0,181°,,). Dies kénnte im Sinne Szakdils als 
Synthesehemmung gedeutet werden, aber auch als gesteigerter Abbau. 
Es ist in dieser Hinsicht nicht unwichtig festzustellen, daB gegeniiber 
der 30°/,igen Abnahme der Hexosephosphorsaure eine mehr als 100°,,ige 
Zunahme der Milchsaéure steht, wie wir noch sehen werden. 

Fiir die Kreatinphosphorsdure kénnen wir nur aussagen, daB die 
beiden vorhandenen Werte bei Coffeinversuch 14 und 15 in ahnlicher 
Hohe liegen, wie die beiden Normalwerte von Versuch 5 und 8. 
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Kindeutig und schon durch die Arbeiten von Brentano (193| 
und Masayama (1931) bekannt, tritt bei den héheren Coffeindosen die 
starke Abnahme des Muskelglykogens hervor. Mitunter kann es gany 
verschwinden. Die Abnahme ist in unseren Versuchen um so gréfer 


je héher die Coffeindosis. Wir vermissen dagegen in den wenigen darauf. 
hin untersuchten Tieren jene Zunahme des Muskelkreatins nach Coffein. 
die zuerst von Riesser (1916) bei Kaninchen beobachtet und spiter 
mehrfach bestiatigt worden ist. 

Wie eingangs erwahnt, hat Brentano (1931) in einem Versuch am 
Kaninchen die auffallende Tatsache festgestellt, daB der starken Abnahme 
des Muskelglykogens nach Coffein keine Zunahme der Blutmilchstuy 
entsprach. Das steht in scharfem Gegensatz zu dem Anstieg des Blut- 
milchséuregehalts, der bei starker Muskelarbeit und vor allem nach 
Adrenalineinspritzung auftritt. Aus dem Auftreten oder Fehlen einer 
Milchséurezunahme im Blut nach Adrenalin konnte Brentano sogar auf 
das Vorhandensein oder Fehlen von Glykogen im Muskel schlieBen 
Wir kénnen, wie aus der Tabelle mit aller Deutlichkeit hervorgeht. 
das Ausbleiben einer Milchsaiurezunahme im Blut der mit Coffein ver- 
gifteten Ratten trotz starker Senkung des Muskelglykogens best itigen 

Wollte man aber daravs schlieBen, daB das aus dem Muskel ver- 
schwindende Glykogen nicht zu Milchsiure abgebaut werde, so zeigen 


unsere Analysen ebenso klar, da} solche Annahme irrig ist. Vielmehr 


finden wir in allen Coffeinversuchen, wachsend mit der verabfolgten 
Dosis, einen erheblich, im Mittel bis zu 115°,, erhéhten Milchsaure- 
gehalt der Muskeln. 

Das Fehlen der Milchsiure im Blut bei stark gestiegenem Gehalt 
im Muskel ist sehr auffallend und widerspricht durchaus dem Befund 
bei Muskelarbeit und Adrenalinbehandlung. Auch ist es bekannt 
da®B der kiinstlich durchstrémte Muskel fortdauernd Milchséure an die 
Durchstrémungsfliissigkeit abgibt (Okagawa 1926). In unseren Versuchen 
bleibt dagegen die beim Glykogenabbau gebildete Milchsaéure an- 
scheinend restlos im Muskel liegen. 

Skazdlis Annahme, da am lebenden Tier deshalb keine Muskel- 
kontraktur nach selbst hohen Coffeingaben eintritt, weil die Milchsaure 
sofort im Blut abtransportiert wird, stimmt also nicht. Sie bleibt 
liegen, wird auch nicht zu Glykogen riickgebildet und trotz der hohen 
Konzentrationen gibt es keine eigentliche Kontraktur. Dagegen mag 
die eingangs geschilderte motorische Unbehilflichkeit der mit Coffein 
vergifteten Tiere mit der Milchséureanhaufung zusammenhiangen 
Es ist nicht méglich, schon jetzt eine befriedigende Erklarung fiir diese 
Beobachtungen zu geben. Man kénnte daran denken, da unter Coffein 
eine hochgradige Permeabilitaétshemmung der Muskelkapillaren eintritt, 
aber dafiir miiBten doch erst noch Beweise erbracht werden. Oder die 
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Milchsaure wird von den Muskelkolloiden unter dem EinfluB des Coffeins 
in einer festen Bindung adsorbiert, was ebenfalls noch zu beweisen ware 
und durch Versuche an Muskelgewebe geklart werden kénnte. Jeden- 
falls scheint festzustehen, daB der Abbau des Glykogens unter Coffein 
keine grundsatzliche Verainderung erfahrt, d.h. also auf dem gewéhn- 
lichen Wege zu Milchsaure fiihrt. 

Hier mag kurz darauf hingewiesen werden, da auch am lebenden 
Tier unter Coffein eine Steigerung des oxydativen Umsatzes eintritt 
(vgl. Szakdall a. a. O.), die vielleicht mit der erhéhten Adrenalinproduktion 
zusammenhangen kénnte. Aus den RQ.-Zahlen lieB sich indes erkennen, 
daB dabei nicht Kohlenhydrat in vermehrtem Umfang verbrennt 
(Lohr 1920, Skazall 1938). In diesem Zusammenhang sei auf die Unter- 
suchungen Brentanos und seiner Mitarbeiter verwiesen (Brentano 1933, 
Ruth Lohmann 1937). Es geht aus ihnen hervor, daB unter den Be- 
dingungen der Kreatinurie und des Glykogenverlustes der Muskeln 
die Zuckerverbrennung und -verwertung gehemmt ist, und da zugleich 
der Fettumsatz begiinstigt wird. Wenn wir also erfahren, da} unter 
Coffein trotz erhéhten Blutzuckerspiegels und gesteigerten Umsatzes 
keine Mehrverbrennung von Zucker stattfindet, so deutet das daraufhin, 
daB auch unter der Wirkung des Kreatinurie und Glykogenschwund 
hervorrufenden Coffeins eine Umstellung des Stoffwechsels von der 
Kohlenhydrat- zur Fettverbrennung vor sich geht. 

Was das Leberglykogen anbetrifft, so deutet die vermehrte Blut- 


zuckermenge auf einen gesteigerten Abbau. Auch hierbei mag die 


Vermehrung der Adrenalinausschiittung eine Rolle spielen. In unseren 
Versuchen erweist sich der Durchschnitt der Leberglykogenwerte bei 
den Coffeintieren niedriger als bei den Normaltieren, aber wir fanden 
doch auch bei einem normalem Tier einen Nullwert und ein anderes Mal 
eine sehr geringe Menge. Gerade bei den Analysen des Leberglykogens 
machen sich die normalen erheblichen Schwankungen fiir unsere Ver- 
suchsfragen st6érend geltend, und hier sollten Versuche an mit Glucose 
vorbehandelten Tieren klarere Ergebnisse bringen. 

Was schlieBlich die Hexosemonophosphorsdurewerte der Leber 
betrifft, die bei normalen und Coffeintieren auf gleicher Héhe liegen, 
so ist es damit sehr problematisch. Soviel wir sehen, ist das Embden- 
Jostsche Verfahren bisher nicht auf die Leber angewandt worden. Auch 
in der neuesten Untersuchung von Deuticke (1938), der mittels der neuen 
Methoden das von Riesser (1926) schon friiher auf Grund der alten 
..Lactacidogen**-Vorstellungen gepriifte Verhalten der P-Fraktionen 
sehr eingehend untersuchte, ist nichts dariiber zu finden. Auch ist, 
im Gegensatz zum Muskel, Hexosemonophosphorsaure bisher nicht aus 
der Leber isoliert worden. Angesichts dessen erhebt sich die Frage, 
ob die von uns bei der Leberanalyse erhaltene Mg-Fallung, die sich ganz 
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genau so verhalt wie die bei der Hexosemonophosphorsaurebestimmung 
im Muskel auftretende, tatsichlich diese Substanz nachweist und 
dann wire dies der erste Nachweis tiberhaupt. Oder wir diirfen aus dem 
Ergebnis der Methode keinen SchluB auf das wirkliche Vorkommen von 
Hexosemonophosphorsaure ziehen. Dann wiirden wir aber zugeben. 
da®B die Analyse auch im Muskel nicht zuverlassig ist! Denn es ist klar, 
daB wenn bei der Leber die Methode nicht mit Sicherheit auf Hexose. 
monophosphorsaure zu schlieBen erlaubte, dies ebensowenig am Muske| 
der Fall ist, obwohl hier das Vorkommen der Substanz selbst durch 
Reindarstellung gesichert ist. Jedenfalls wird es nétig sein, die Be- 
miihungen des Nachweises von Hexosemonophosphorsaure in der Lebe1 
erneut aufzunehmen und die Frage nach dem Wesen der Emden. 
Jostschen Bestimmungsmethode zu entscheiden. 

Die Tabelle weist noch ein Versuchspaar an Meerschweinchen 
auf, die sich in sehr gutem Ernahrungszustand befanden. Die Tiere 
wurden unmittelbar nacheinander im Abstand von nur 2 Stunden 
verarbeitet. Man sieht, daB die Normalwerte sowohl fiir Milchsaure 
im Muskel und Blut als fiir Blutzucker etwas hoch liegen, wohl ein 
Zeichen dafiir, daB bei diesen Tieren der postmortale Zerfall schneller 
vonstatten ging. Im iibrigen ergibt sich aber dasselbe Bild wie bei den 
Ratten. Bei dem Coffeintier geringerer Glykogengehalt in den Muskeln, 
aber auch in der Leber, starke* Vermehrung der Muskelmilchsaure. 
unveranderte Blutmilchsiéure und geringerer Gehalt der Muskeln an 
Hexosemonophosphorsiure. Der Blutzucker des Coffeintieres erscheint 
gegeniiber dem an sich schon hohen Vorwert nur wenig erhéht. 


Zusammenfassung. 


1. Die Methoden zur Bestimmung von Kreatin, Kreatinphosphor- 
siure, Hexosemonophosphorséure und Milchsiure im Muskel werden, 
soweit erforderlich, erértert und es wird insbesondere gezeigt, daB bei 
der Milchsdurebestimmung nach Lehnartz die Entfernung des Hg aus 
dem Schenck-Filtrat tiberfliissig ist. 

2. Auch in der Leber von weiBen Ratten findet man nach der Methode 
von Embden und Jost eine Hexosemonophosphorsaurefraktion gleiche: 
Art und GréBenordnung wie im Muskel. Da bisher dieser Ester aus 
Leber noch nicht in reinem Zustand isoliert werden konnte, bleibt zu 
klaren, ob durch jenes analytische Verfahren wirklich Hexosemono- 
phosphorséure in der Leber bestimmt wird. 

3. Unter dem EinfluB subcutaner Einspritzungen von 0,15 bis 
0,2 g Coffein pro kg Kérpergewicht an weiBen Ratten nimmt innerhalb 
von 2 Stunden der Glykogengehalt der Muskeln stark ab. Anscheinend 
sinkt auch der Leberglykogengehalt. 
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4. Eine dem Glykogenschwund im Muskel entsprechende Zunahime 
der Milchsdure im Blut bleibt aus. 

5. Dennoch ist der Gehalt an Muskelmilchsiure, besonders bei 
den héheren Coffeingaben, stark erhéht. Es bleibt also sowohl ihr 
Abtransport im Blut wie ihre Riicksynthese zu Glykogen aus. Die Ur. 
sache des Fehlens der Milchsiurezunahme im Blut bleibt vorerst un- 
geklart. 

6. Die Menge der Hexosemonophosphorséure der Muskeln ist im 
coffeinvergifteten Tier geringer als im Muskel der Normaltiere. Diese 
Differenz steht aber in keinem Verhaltnis zur weit starkeren Milchsaure- 
zunahme. 

7. Einige wenige Versuche tiber das Verhalten der Kreatinphosphor- 
siure sowie des Kreatins lieBen keine Veranderungen unter Coffein- 
einfluB erkennen. 

8. Ein Versuch am Meerschweinchen ergab grundsatzlich die gleichen 
Folgen der Coffeinwirkung wie bei den Ratten. 
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